Efeito do butirato de sódio na memória, modulação das histonas deacetilases e dano ao DNA em ratos com 2, 6 ou 16 meses submetidos ao modelo animal de envelhecimento induzido por D-Galactose by Carvalho, Carlos Alberto de
UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE 
UNIDADE DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 













EFEITO DO BUTIRATO DE SÓDIO NA MEMÓRIA, 
MODULAÇÃO DAS HISTONAS DEACETILASES E DANO AO 
DNA EM RATOS COM 2, 6 OU 16 MESES SUBMETIDOS AO 






Tese de Doutorado apresentada ao 
Programa de Pós-Graduação em 
Ciências da Saúde para obtenção do 
título de Doutor em Ciências da Saúde. 
 

































































FOLHA INFORMATIVA  
 
A tese foi elaborada seguindo o estilo Vancouver. Este trabalho foi 
realizado no Laboratório de Neurociências, Laboratório de 
Neurotoxicologia e Laboratório de Biologia Molecular do Programa de 
Pós-Graduação em Ciências da Saúde (PPGCS) da Universidade do 

























































Aos meus amados pais, Ida Belolli de Carvalho e Nelzy José de 
Carvalho “in memorian” que durante toda minha vida sempre me 
incentivaram para ser uma pessoa diferente, comprometida com a 
medicina. Foram fontes de inspiração e exemplos de dedicação. 




A minha orientadora professora Dra. Josiane Budni, que me acolheu 
após o mestrado. Sou muito grato pelo grande apoio e direcionamento 
por todos os ensinamentos. Devo muito respeito e gratidão pela 
confiança e incentivo.  
A todos os professores do Programa de Pós-Graduação (PPGCS), que 
contribuíram preciosamente com minha formação nos ensinamentos 
dados durante esta jornada. 
Aos colegas do Laboratório (Neurolab) Michelle Lima Garcez, 
Tatiani Bellettini e Francielle Gonçalves Mina que colaboraram de 
maneira sempre solícita, presente nos experimentos, e que enriqueceram 
grandiosamente o trabalho. A vocês agradeço os ensinamentos, pela 
paciência e compreensão.  
As alunas de IC Franciellen Gonçalves Carneiro, Aline Pereira da 
Luz, Gustavo Luis Schiavo cujas mãos prestaram grande ajuda, em 
especial no cuidado com os animais.  
A todos do Neurolab pelo companheirismo e pelas diversas 
demonstrações de amizade, demonstrando serem pessoas especiais e 
dedicadas. 
A minha família, que é o tesouro mais valioso, razão do meu trabalho 
e incentivo, em especial meus filhos Alexia, Mateus e Letícia e minha 
querida esposa Fabiana, companheira sempre presente. 
RESUMO 
 
O envelhecimento é um processo biológico complexo, e o conhecimento 
deste ainda é limitado. Tem sido proposto que alterações epigenéticas 
podem estar relacionadas ao envelhecimento e ao declínio de memória. 
Dentre essas alterações está a acetilação de histonas que podem 
desempenhar um papel crucial no envelhecimento. Com isso, o presente 
estudo teve como objetivo padronizar o modelo animal de D-gal e 
avaliar o efeito do butirato de sódio (BS), um inibidor das histonas 
deacetilases, na memória, modulação das histonas deacetilases (HDAC) 
e dano ao DNA em ratos Wistar com 2, 6 ou 16 meses submetidos à 
administração de D-galactose (D-gal). Foram utilizados ratos Wistar 
machos com 2, 6 ou 16 meses de idade. Para estabelecer a melhor dose 
de D-gal para indução do modelo de envelhecimento foi realizada uma 
curva dose-resposta (100, 200 ou 300 mg/kg) em que a D-gal foi 
administrada durante 30 dias por via oral em ratos com 2 meses de 
idade. Após, ratos de diferentes idades (2, 6 e 16 meses) foram 
administrados com D-gal (200 mg/kg) ou água, durante 30 dias. No 24º 
dia iniciou-se, juntamente com a D-Gal, o tratamento com BS (600 
mg/kg) por via intraperitoneal durante 7 dias. 24 horas após a última 
administração de D-gal ou BS foi realizado o teste de habituação ao 
campo aberto, Y-maze e esquiva inibitória. O BS foi capaz de reverter o 
dano de memória de habituação causado pela D-gal em animais com 2 e 
6 meses, mas não com 16 meses. BS também foi capaz de reverter o 
dano causado pelo envelhecimento natural em animais com 16 meses. 
No teste de esquiva inibitória o BS melhorou a memória imediata, de 
curta e de longa duração de animais com 2 meses; a memória imediata 
de animais com 6 meses e a memória de curta e de longa duração de 
animais com 16 meses. Adicionalmente, o BS reverteu o dano na 
memória imediata e de curta duração causado pelo envelhecimento 
natural em animais com 16 meses. O dano na memória espacial causado 
pelo envelhecimento natural e pela D-gal não foi revertido pelo BS. 
Além disso, a D-gal causou aumento na atividade das HDACs em 
animais com 16 meses e o BS conseguiu reverter parcialmente esse 
efeito no córtex frontal e hipocampo. Quando avaliado os danos ao 
DNA no sangue periférico, utilizando o ensaio cometa, foi observado 
que o envelhecimento natural (animais com 16 meses) causou aumento 
da frequência de danos ao DNA, e o BS foi capaz de reverter 
parcialmente este dano. Além disso, a D-gal causou aumento do índice e 
frequência de danos ao DNA nos animais de 2 e 6 meses de idade, e o 
tratamento com BS foi capaz de reverter este dano, mas não o dano na  
frequência em animais com 6 meses. Assim, o presente estudo mostrou 
o efeito protetor do BS na memória de ratos envelhecidos naturalmente 
ou induzidos pela administração oral de D-gal. A melhora da memória 
aversiva causada pelo BS nos animais de 16 meses tratados com D-gal 
pode ser explicada em parte pela redução da atividade das HDACs. A 
proteção do BS contra o dano na memória de habituação e aversiva 
induzida pelo envelhecimento natural pode ser explicado, parcialmente, 
pela redução da frequência de dano ao DNA. A reversão dos danos nas 
memórias de habituação e aversiva em animais com 2 e 6 meses tratados 
com D-gal pode ser explicado pela redução da frequência e índice de 
dano ao DNA nos animais de 2 meses e pela redução do índice de dano 
ao DNA nos animais de 6 meses. Portanto, o presente estudo fez novos 
achados que abrem caminho para a utilização do BS no envelhecimento.  
 
Palavras-chave: butirato de sódio; dano ao DNA; D-galactose; 
envelhecimento; histonas deacetilases. 
ABSTRACT 
 
Aging is a complex biological process. The knowledge about it is still 
limited. Epigenetic alterations have been related to the aging and 
memory decline. Among these alterations there is the histone 
acetylation, which may play a crucial role in aging. Then, the aim of the 
present study was to standardize the animal model of D-gal and to 
evaluate the effect of sodium butyrate (SB), a histone deacetylase 
inhibitor, on memory, modulating deacetylase histone (DACH), and 
DNA damage in 2, 6 or 16 months-old Wistar rats and subjected to D-
galactose (D-gal) administration. Male Wistar 2, 6 or 16 months-old rats 
were used. To choose the better dose of D-gal for induction of aging 
model was performed a dose-response curve (100, 200 or 300 mg/kg). 
D-gal was administered for 30 days by oral route in 2 months-old rats. 
After, 2, 6 or 16 months-old rats were administered with D-gal (200 
mg/k) or water for 30 days. In the 24th day was started the treatment 
with SB (600 mg / kg) intraperitoneally for 7 days. 24 hours after the 
last D-gal or BS administration was performed the open field 
habituation, Y-maze and inhibitory avoidance test. SB was able to 
reverse the habituation memory damage caused by D-gal in 2 and 6 
months-old animals, but not in 16 months-old animals. Also, SB was 
able to reverse the damage causes by natural aging in 16 months-old 
animals. In the inhibitory avoidance task, SB improved the damage 
causes by D-gal in the immediate, short-term and long-term memory of 
2 months-old rats; immediate memory of 6 months-old animal and 
short-term and long-term memory of 16 months-old rats. Additionally, 
SB reversed the damage in the immediate and short-term memory cause 
natural aging in 16 months-old animals. The spatial memory damage 
causes by natural aging and D-gal not was reverse by SB. Moreover, D-
gal caused an increase of the HDACs activity in 16 months-old animals 
and BS was able to partially reverse this effect in frontal cortex and 
hippocampus. When evaluated the DNA damage in the peripheral blood 
using the comet assay, it was observed that natural aging (16 months-old 
animals) caused an increase of the DNA damage frequency, and SB was 
able to reverse, partially, this effect. Moreover, D-gal caused an increase 
in the index and frequency of DNA damage in 2 and 6 months-old 
animals, and SB treatment was able to prevent this damage, but not the 
frequency damage in 6 months-old animals. Thus, the present study 
showed the protective effect of SB on memory of naturally aged or D-
gal-induced rats by oral administration. The aversive memory 
improvement caused by SB in 16 months-old animals and D-gal- 
induced aged can be explained, at least in part, by the reduction of 
HDAC activity. The protection of SB against damage on habituation and 
aversive memory induced by natural aging can be explain partially by 
reduction of DNA damage frequency. The reversal of damage in 
habituation and aversive memory in 2 and 6 months-old animals treated 
with D-gal can be explained by the reduction in frequency and index of 
DNA damage in 2 months-old animals and by the reduction of the DNA 
damage index in 6 months-old animals. Therefore, the present study 
made new findings that paved the way for the use of BS in aging. 
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1.1 ENVELHECIMENTO  
 
O envelhecimento é um processo biológico complexo, caracterizado 
por alterações estruturais e funcionais das células e tecidos, podendo 
levar a redução das funções cognitivas e aumentar a suscetibilidade para 
doenças associadas à idade  (Siqueira et al., 2004; Siqueira et al., 2005; 
Paradies et al., 2011; Zhang et al., 2014). Pode ser entendido como uma 
etapa do processo natural da vida, cuja característica principal é a 
acentuada perda da capacidade de adaptação e menor expectativa de 
sobrevivência. Esta condição torna o indivíduo mais vulnerável e 
predisposto a morbidades e mortalidade (Borba Lde et al., 2012). 
Algumas alterações são características naturais do envelhecimento, tais 
como o declínio da memória, as alterações na visão, a perda progressiva 
da audição e a diminuição da coordenação motora e da força muscular 
(Ziv e Melamed, 2010).   
De acordo com a Organização das Nações Unidas (ONU), a 
população idosa no mundo está crescendo substancialmente rápido. Há 
uma estimativa de que a população idosa, ou seja, com 60 anos ou mais, 
entre 2015 e 2030 crescerá 56 %. Esta projeção prevê que de 901 
milhões de idosos, passarão para 1,4 milhões no mundo. Em 2050 este 
número poderá chegar a ultrapassar o dobro em relação a 2015, podendo 
atingir 2,1 bilhões de indivíduos idosos. Além disso, o número de 
indivíduos com idade igual ou superior a 80 anos, os chamados “super 
idosos” está crescendo mais rápido do que o número de idosos entre 60 
e 79 anos. Isso é baseado na projeção desde 2015 até 2050 em que o 
número de 125 milhões de super idosos passará para 434 milhões, 
atingindo mais que o triplo da população de 2015. Nos próximos 13 
anos, espera-se crescimento rápido da população idosa, com idade de 60 
anos ou mais, na América Latina e Caribe com uma projeção de 71%, 
seguido pela Ásia, 66%, África, 64%, Oceania, 47%, América do Norte, 
41%, e Europa, 23%. Neste contexto, uma consequência inevitável e que 
está ocorrendo é a inversão da pirâmide populacional, que mostra 
mudanças no tamanho da população por faixa etária ao longo do tempo. 
É possível observar esta inversão no Brasil, cujo o número da população 
idosa está aumentando em detrimento de nascimentos, reduzindo 
significativamente a população produtiva e aumentando a população 
idosa. Isso significa dizer que o número de fertilidade está reduzindo e o 
número de idosos está aumentando em todo o mundo. Sendo assim, o 
envelhecimento é reflexo do mais baixo crescimento populacional aliado 
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a menores taxas de natalidade e fecundidade (figura 1) (ONU, 2013; 
ONU, 2015). 
No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e estatística 
(IBGE), no senso de 2010 o contingente de idosos estava em 19,6 
milhões de pessoas. A projeção deste número para 2050, divulgada pelo 
IBGE, será de 66,5 milhões em 2050, configurando um aumento em 
torno de 200% da população com idade igual ou superior a 60 anos. Esta 
projeção reflete a inversão da pirâmide da estrutura etária ao longo de 
1950, 2015 e 2050 (figura 1) (ONU, 2015; Simões, 2016). 
 
 
Figura 1 - Pirâmide da estrutura etária no Brasil 
A pirâmide reflete a estrutura por faixa etária da população brasileira ao longo 
dos anos de 1950, 2015 e 2015. Amarelo: ♀ Azul: ♂.  
Fonte: ONU, 2015. 
 
A preocupação do aumento do envelhecimento populacional está no 
cuidado do idoso e na qualidade de vida do mesmo. Quanto maior a 
qualidade de vida no envelhecimento, maior a longevidade. Portanto, 
busca-se longevidade de forma saudável (Sanderson e Scherbov, 2015). 
Porém, durante o envelhecimento, o indivíduo apresenta um declínio do 
estado cognitivo observado por déficits de memória e capacidade para o 
uso estratégico da informação adquirida (Ismail et al., 2011). Estas 
alterações do estado cognitivo, estão relacionadas com a redução na 
eficácia de três recursos chave do processamento cognitivo: a 
velocidade com que a informação é processada, a memória de trabalho e 
as capacidades sensoriais e perceptuais. A respeito da repercussão da 
idade sobre o desempenho cognitivo observou-se que o tipo de memória 
mais afetado pela idade é a memória de curto prazo, em especial a 
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memória de trabalho, em razão da menor capacidade de armazenamento 
de informações (Park et al., 2000). Além disso, o prejuízo na memória 
espacial também é bastante evidente no envelhecimento (Gooney et al., 
2004; Tapia-Arancibia et al., 2008). 
Desta forma, o envelhecimento torna o indivíduo mais vulnerável a 
desenvolver diferentes doenças ou condições como o câncer, doenças 
cardiovasculares, diabetes, osteoporose, suscetibilidade a quedas e 
fraturas e imunidade reduzida (Tazkarji et al., 2016), além de doenças 
neurodegenerativas, dentre elas a Doença de Alzheimer (DA), a causa 
mais comum de demência associada ao envelhecimento (Ismail et al., 
2011). As doenças neurodegenerativas constituem as principais causas 
de demência entre as pessoas idosas, entre as quais, a DA é a mais 
frequente, representando 50 a 60% dos casos (Ota et al., 2015). 
Particularmente a DA, é caracterizada por uma progressiva e lenta perda 
neuronal, levando a déficits neurológicos substanciais, contribuindo para 
a demência, e reduzindo a qualidade de vida, levando a morbidades e 
maior mortalidade em idosos (Ziv e Melamed, 2010). Portanto, o 
conhecimento acerca do envelhecimento torna-se fundamental para 
entender os mecanismos envolvidos no envelhecimento normal e 
patológico. 
Independente das teorias que justificam as alterações ocasionadas pelo 
envelhecimento, todas convergem para a mesma conclusão, de que com 
o passar da idade, ocorre diminuição da funcionalidade do organismo 
como um todo. Durante o envelhecimento, o número de células nervosas 
cerebrais é notavelmente reduzido, bem como, o fluxo sanguíneo 
cerebral. Ocorre também perda neuronal em algumas partes específicas 
do cérebro, tais como o lócus cerúleos, substância nigra, hipocampo, 
núcleo caudado, putâmen e córtex cerebral (Burke e Barnes, 2006).  
Embora as teorias evolutivas do envelhecimento sejam bem 
estabelecidas, o conhecimento sobre como ocorre o processo em si é 
ainda limitado. Apesar dos esforços dos pesquisadores, a progressão e 
os mecanismos de envelhecimento não são ainda claramente 
compreendidos (Lopez-Otin et al., 2013). No decurso desse processo, 
diversos fenômenos fisiológicos ocorrem, tais como, redução no número 
de tecidos celulares, diminuição da taxa metabólica e aumento da 
incidência de doenças. A abundância e a heterogeneidade das hipóteses 
mecanicistas disponíveis sobre o envelhecimento sugerem que este 
fenômeno é altamente complexo e improvável de ser explicado por uma 
única via. Além disso, o envelhecimento permanece caracterizado por 
manifestações heterogêneas, não apenas em razão de variações 
28 
interindividuais, mas também em consequência das diversidades sociais 
(Cesari et al., 2013).  
Apesar disso, sabe-se que diferentes vias genéticas e processos 
bioquímicos foram conservados durante a evolução e podem, pelo 
menos em parte, tentar explicar o este processo complexo. Foram 
elencados nove mecanismos que envolvem o processo de 
envelhecimento, entre eles encontram-se a instabilidade genômica, 
desgaste de telômeros, alterações epigenéticas, perda de proteostase, 
desregulação da detecção de nutrientes, disfunção mitocondrial, 
senescência celular, exaustão de células-tronco e alterações na 
comunicação celular (Lopez-Otin et al., 2013). 
O principal foco deste estudo envolve as alterações epigenéticas 
relacionadas ao envelhecimento (Chung et al., 2009; Peleg et al., 2010; 
Jurgens e Johnson, 2012). Epigenética refere-se a alterações da 
expressão gênica induzidas por modificações da conformação da 
cromatina sem alterar a sequência de DNA (Bird et al., 2007). Essas 
modificações podem ocorrer nas caudas N-terminais das histonas e entre 
as mais estudadas destaca-se a acetilação (Kouzarides, 2007). Em geral, 
a acetilação de histonas facilita o processo de transcrição, enquanto que 
a desacetilação atenua este processo (Turner, 2002; Waggoner, 2007). 
Evidências têm demonstrado alterações epigenéticas em áreas 
específicas do cérebro de animais envelhecidos (Castellano et al., 2012), 
bem como em humanos idosos (Oh et al., 2016; Zeng et al., 2016) que 
podem desempenhar um papel crucial no envelhecimento, sendo 
correlacionadas a doenças, tais como diabetes, câncer, distúrbios 
neurodegenerativos e psiquiátricos (Berdasco e Esteller, 2012; 
Castellano, 2012; 2014).  
É interessante destacar que a formação da memória tem sido associada 
com aumento dos níveis de acetilação de histonas em roedores 
(Levenson et al., 2004; Vecsey et al., 2007; Bousiges et al., 2010). Neste 
contexto, Reolon e colaboradores (2011) demonstraram que a 
administração de inibidores das histonas desacetilases (HDACis) 
reduziu o declínio de memória associado ao envelhecimento. O 
tratamento com HDACis demonstrou melhorar os déficits de memória 
em modelos experimentais de ratos idosos com disfunção de memória 
(Reolon et al., 2011). Além disso, foi proposto que a acetilação de 
histonas induz a transcrição do fator neurotrófico derivado do encéfalo 
(BDNF) (Bekinschtein et al., 2008). O BDNF liga-se a receptores 
tirosina kinase B (trkB, do inglês, BDNF-tyrosine kinase receptor B) o 
qual ativa vias intracelulares como a cinase relacionada a sinais 
extracelulares (Dellu et al., 1992) e a proteína cinase dependente Ca2+ 
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/calmodulina II (CaMKII). Esta ativação contribui para o aumento de 
espinhos dendríticos e plasticidade sináptica. Contudo, a redução da 
acetilação de histonas e da síntese de BDNF podem estar ligadas a 
prejuízos na plasticidade sináptica observados durante o envelhecimento 
em roedores (Figura 2) (Mendelsohn e Larrick, 2012).  
 
 
Figura 2 - Alterações epigenéticas associadas ao envelhecimento.  
O envelhecimento inibe a histona acetil transferase (HAT), reduzindo a 
transcrição gênica. Inibidores de histonas desacetilases (HDACis) contribuem 
para a expressão gênica como do fator neurotrófico derivado do encéfalo 
(BDNF) que se liga ao seu receptor tirosina cinase (trkB), promovendo aumento 
da densidade dendrítica e contribuindo para a plasticidade sináptica de longa 
duração.  
Fonte: Adaptado de (Mendelsohn e Larrick, 2012). 
 
O tratamento farmacológico com HDACis, como o butirato de sódio 
(BS) (Kuro-o et al., 1997), induz um estado hiperacetilado da histona, 
regulando a acessibilidade de transcrição da cromatina, afetando a 
expressão gênica e os mecanismos essenciais na formação da memória 
atuados em doenças neurológicas subjacentes (Poulaki et al., 2009). Os 
HDACis podem estar regulando mecanismos de plasticidade gerando 
estabilidade e melhorando a eficiência da consolidação da memória 
original quando administrados em momentos específicos após a 
aprendizagem. Isto está de acordo com resultados anteriores obtidos por 
Blank (2014) e com evidências indicando que o aumento da acetilação 
induzida por HDACis é uma característica molecular de memórias mais 
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fortes e mais persistentes (Blank et al., 2014). A descoberta de efeitos do 
BS no aumento da memória específica em ratos velhos pode também ser 
parcialmente explicada pelo fato de que os marcadores epigenéticos nas 
histonas não podem ser desregulados nestes animais e possivelmente a 
inibição de HDAC por BS afeta os substratos não histônicos (Blank et 
al., 2015). Portanto, fármacos que atuam em mecanismos epigenéticos 
podem ser importantes alvos terapêuticos para o envelhecimento. 
 
1.2 MODELOS ANIMAIS DE ENVELHECIMENTO  
 
Sabendo que o envelhecimento torna o indivíduo mais vulnerável e 
predisposto a morbidades e mortalidade, há uma grande necessidade de 
se estudar os mecanismos envolvidos neste processo. Alguns modelos 
animais de envelhecimento são utilizados como ferramentas para este 
fim, uma vez que a reprodução do envelhecimento natural em cobaias 
animais é de difícil de realização devido a sua alta mortalidade. Entre os 
principais modelos conhecidos podem ser citados os modelos animais 
induzidos pela D-galactose (D-gal) (Hsieh et al., 2011), o modelo dos 
animais propensos a senescência acelerada 8 (SAMP8), do inglês 
Senescence accelerated mice P8 (Takeda et al., 1994) e o modelo 
animal do gene Klotho (Kuro-o et al., 1997).  
A D-gal é um açúcar redutor que pode ser metabolizado em níveis 
normais. No entanto, o excesso desse açúcar no organismo leva a uma 
sobrecarga enzimática, levando ao aumento de galactitol pela enzima 
aldolase redutase (Kolosha et al., 2000). O excesso de galactitol induz a 
produção excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROS) podendo 
levar a danos nas células e tecidos (Lu et al., 2010a; Prisila Dulcy et al., 
2012; Zhang et al., 2014; Yu et al., 2015b; Shen et al., 2016).  
A alteração neuro-patológica induzida por D-gal tem sido aplicada 
como um modelo animal de envelhecimento, uma vez que o excesso de 
oferta da D-gal induz apoptose, inflamação e estresse oxidativo no 
sistema nervoso. Em paralelo, por alterar a função do material genético, 
podendo resultar no envelhecimento e morte celular prematura (Hsieh et 
al., 2009; Yang et al., 2014). In vivo o estresse oxidativo induzido pela 
administração de D-gal pode mimetizar o envelhecimento natural em 
ratos (Chang et al., 2014; Budni et al., 2016; Budni et al., 2017). Além 
disto, a D-gal pode formar produtos finais de glicação avançada (AGES) 
(Siqueira et al., 2004; Yu et al., 2015b), por ser um açúcar redutor. 
Então pode reagir com grupos amino das proteínas e peptídeos 
formando os AGEs que estão aumentadas durante o envelhecimento (Lu 
et al., 2010a; Prisila Dulcy et al., 2012; Zhang et al., 2014; Yu et al., 
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2015; Shen et al., 2016) e têm sido associadas à patogênese de muitas 
doenças vinculadas à idade, tais como a DA (Hsieh et al., 2009). Além 
disso, D-gal induz redução de enzimas antioxidantes (Anand et al., 
2012); degeneração neuronal no hipocampo (Yu et al., 2015b; 
Pourmemar et al., 2017) e aumento da expressão de citocinas 
inflamatórias, NF-κB e proteínas relacionadas à formação de AGEs (Yu 
et al., 2015b) no cérebro de camundongos. A injeção subcutânea de D-
gal (120 mg/kg) por 42 dias também ocasionou aumento de marcadores 
de dano em DNA de células hematopoiéticas de camundongos, e 
inclusive aumento de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG) no soro, 
um biomarcador, formado quando o DNA é oxidativamente modificado 
por EROs, sendo um dos símbolos biológicos mais sensíveis para o 
estresse oxidativo (Li et al., 2016). Todas essas alterações citadas são 
conhecidamente características do envelhecimento, as quais fazem parte 
das teorias que visam explicar a senescência   (Lipsky e King, 2015). 
Com isso, a D-gal induz alterações comportamentais como dano na 
memória espacial e no aprendizado que reproduzem o processo natural 
do envelhecimento em ratos e camundongos. Vários estudos sustentam 
que a administração sistêmica crônica de D-gal pode ser utilizada como 
um modelo animal de envelhecimento (Cui et al. 2006; Hsieh et al. 
2009; Chen et al., 2010; Prisila Dulcy et al., 2012; Gao et al., 2015; 
Budni et al., 2016; 2017). 
Além de mimetizar alterações relacionadas ao envelhecimento como 
estresse oxidativo, AGE e inflamação, a administração crônica e 
sistêmica de D-gal (intraperitoneal ou subcutânea) induz alterações 
como as observadas na DA (Hsieh et al., 2011; He et al. 2012; Qin et al. 
2012) aumentando significativamente o nível do peptídeo beta-amilóide 
no hipocampo de ratos. Estudos anteriores mostraram que a 
administração intraperitoneal de D-gal em ratos também aumentou a 
expressão da proteína precursora amilóide no cérebro, sendo este, um 
dos principais mecanismos fisiopatológicos na DA que induz uma 
cascata de eventos celulares que, em última análise, levam à perda 
neuronal e demência (Yang et al., 2014). Portanto, a D-gal, pode ser um 
importante modelo animal para induzir envelhecimento e foi este o 
modelo adotado para a realização dessa pesquisa. 
Seguindo a linha de modelo animal de envelhecimento o modelo 
baseado nos camundongos SAMP8 tem sido geralmente utilizados como 
um modelo animal de envelhecimento relacionado com a DA (Canudas 
et al., 2005; Morley et al., 2012). Os camundongos SAMP8 também 
apresentam múltiplas características metabólicas, o que os torna 
candidatos adequados para a pesquisa da disfunção metabólica associada 
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ao envelhecimento (Akiguchi et al., 2017). Também já foi descrito, em 
experimento com os animais SAMP8, um aumento do estresse oxidativo 
(Butterfield e Poon, 2005; Morley et al., 2012), assim como níveis 
elevados de glicose, insulina e ácidos graxos (Liu et al., 2015; Yu et al., 
2015a). Em comparação com os camundongos C57BL onde as 
intervenções ao longo da vida exigem de 18 a 26 meses de seguimento e 
são, por conseguinte, dispendiosas e demoradas, o modelo de 
camundongos SAMP8 proporciona uma alternativa economia de tempo 
e de energia, agilizando os estudos, pois apresentam uma rápida 
senescência (Takeda et al., 1994; Akiguchi et al., 2017). 
Ainda se tratando de modelo animal de envelhecimento apresenta-se 
os animais com gene Klotho que foi identificado como sendo um 
suposto gene supressor do envelhecimento. A proteína Klotho é uma 
proteína transmembrana de tipo I que é expressa principalmente no 
cérebro e nos rins (Kuro-o et al., 1997; Chen et al., 2007; Wang e Sun, 
2009). Pode funcionar tanto quanto uma proteína transmembrana como 
um fator humoral (Wang e Sun, 2009). O modelo animal de 
camundongo nocaute para a proteína Klotho desenvolve anormalidades 
em vários órgãos e sistemas que são semelhantes às envolvidas no 
envelhecimento humano (Nagai et al., 2003; de Vries et al., 2017). No 
cérebro de animais nocaute, os marcadores de estresse oxidativo 
aumentam antes do início do comprometimento cognitivo. Estes animais 
acabam morrendo em decorrência destes distúrbios ao atingirem em 
torno de quatro meses de idade. Em contrapartida, os animais que 
expressam uma alta quantidade dessa proteína tendem a viver de 20 a 
30% mais tempo e também se tornam mais resistentes ao estresse 
oxidativo (Kurosu et al., 2005; Yamamoto et al., 2005; de Vries et al., 
2017).   
A presença de células senescentes já foi observada no cérebro. 
Embora seja reconhecido que o metabolismo energético celular e a 
homeostase redox estão comprometidos no cérebro envelhecido e nas 
doenças neurodegenerativas, ainda permanecem desconhecidas as 
alterações na fisiologia celular geral que podem estimular a indução de 
senescência celular, bem como a sua relação com os eventos anteriores 
carecendo de mais estudos nesta área (Maciel-Baron et al., 2017). 
Portanto, modelos animais de envelhecimentos são fundamentais para 
avaliar as alterações comportamentais e moleculares induzidas pelo 
mesmo, bem como, possíveis alvos que retardam este processo, ou que 
tornam este, o mais saudável possível. 
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1.3 BUTIRATO DE SÓDIO 
 
O Butirato de Sódio (BS), cuja fórmula química é C4H7O2Na, é um sal 
de ácido graxo de cadeia curta, derivado do ácido butírico, que atua 
como um acidificante e como um regulador de funcionamento 
epigenético natural. É um importante agente inibidor das HDACs e vem 
sendo apontado como um agente importante na regulação de expressão 
gênica (Valvassori et al., 2015). O efeito do BS em cultura celular 
resulta em aumento dos níveis de mRNA, levando a um aumento de 
transcrição do gene de interesse e a uma diminuição da estabilidade do 
mRNA, decréscimo da fosforilação de histonas, que interfere na 
progressão do ciclo celular, aumento na hiperacetilação de histona, 
gerando perda de estrutura da cromatina com consequente dano ao 
citoesqueleto e menor acesso à RNA polimerase para síntese de mRNA, 
aumento da produção, no retículo endoplasmático, de proteínas 
chaperonas (GRP78 e 94) (Crowell et al, 2008). Além disso, o BS é um 
reagente bem conhecido por sua capacidade de causar um atraso no 
ciclo celular, fazendo com que as células permaneçam mais tempo na 
fase G1 do ciclo celular (fase onde se dá a produção de proteínas) 
resultando em uma redução da taxa de divisão celular, o que gera uma 
diminuição no número de células viáveis e um aumento na 
produtividade específica da proteína de interesse, podendo ser uma 
alternativa terapêutica para diferentes tipos de câncer (Kumar et al., 
2007, Sunley e Butler; 2010). 
As modificações de histonas são importantes mecanismos para a 
modulação e expressão gênica, sofrendo processos de acetilação e 
desacetilação. O processo de acetilação é realizado pela enzima histona 
acetiltransferase (HAT). Este está ligado a promoção do aumento da 
transcrição do gene, enquanto que a desacetilação realiza o processo 
inverso, ou seja, diminui a expressão do gene, através da enzima histona 
desacetilase (HDAC) que se encarrega por catalisar a desacetilação de 
histonas. (Murugan et al., 2015). Esse processo está relacionado a 
mecanismos epigenéticos que, por sua vez, estão envolvidos tanto em 
processos que regulam a saúde mental e a homeostase do organismo, 
quanto em condições neurodegenerativas, psiquiátricas e doenças 
inflamatórias (Steckert et al., 2015). Na inflamação, a hiperacetilação de 
histonas ocasionada pelo BS altera negativamente a expressão de genes 
inflamatórios diminuindo a produção e secreção de citocinas de ação 
pró-inflamatórias, mas também aumenta a expressão da citocina anti-
inflamatória como a inteuleucina 10 (IL-10) (Bailón et al., 2010; 
Ferreira et al., 2012; Ni et al., 2010; Saemann et al., 2000). O efeito 
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anti-inflamatório do BS apresenta efeitos protetores também no tecido 
adiposo modulando a inflamação, uma vez que adipócitos em co-cultura 
com macrófagos apresentaram elevada expressão proteica e gênica das 
citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
α), IL-6 e quimiocina do tipo CCL2. Porém, na presença de BS a 
expressão gênica e secreção dessas citocinas foram marcadamente 
reduzidas (Ohira et al., 2013).    
As HDACs são identificadas e classificadas em quatro grupos com 
base em sua homologia (Didonna e Opal, 2015) e são uma superfamília 
de 18 proteínas formada por 4 principais classes: classe I (HDAC1-3, 8), 
classe II que é dividida em duas subclasses IIa (HDAC4, 5, 7 e 9) e IIb 
(HDAC 6 e 10) e classe III (Sirtuin 1-7). HDAC11 é o único membro da 
Classe IV, que é também uma HDAC dependente de zinco (Wu et al., 
2016; Machado-Vieira et al., 2011). As HDAC de classe I, consistindo 
em HDAC1, 2, 3 e 8, são homólogas à levedura RPD3, enquanto que, as 
HDAC de classe II têm elevada identidade com a HDAC1 de levedura, 
consistindo em HDAC 4, 5, 6, 7, 9 e 10 (de Ruijter et al., 2003; Wu et 
al., 2016). As HDACs de classe III, são denominadas sirtuínas (SIRT), 
sendo indentificadas 7 em mamíferos, SIRT 1-7, homólogos da levedura 
SIR2. Em comparação com as HDAC dependentes de zinco de classe I e 
classe II, as HDACs de classe III são dependentes de nicotinamida-
adenina-dinucleotideo (NAD). É importante ressaltar que a classe I e II 
são as classes mais estudadas no SNC (Machado-Vieira et al., 2011). O 
BS age como um inibidor não-específico da HDAC de classe I e II 
(Malvaez et al., 2010; Machado-Vieira et al., 2011). 
Estudos tem demonstrado que o processo de envelhecimento 
interrompe a resposta epigenética celular, promovendo dificuldade na 
acetilação das histonas, que tem como consequência a perda neuronal e 
de memória, que são processos bioquímicos e comportamentais 
diretamente envolvidos no envelhecimento tanto de roedores quanto de 
humanos (Rando e Chang, 2012; Brunet e Berger, 2014; López-León e 
Goya, 2017). Dessa forma, os HDACis, como o BS, são um potencial 
agente terapêutico, pois podem restaurar o nível de acetilação das 
histonas nas células, promovendo efeito sobre a restauração da memória 
(Castellano et al., 2014). Consequentemente, a inibição das HDACs 
induz o aumento nos níveis de acetilação das proteínas histonas 
ocasionando uma maior abertura da cromatina facilitando a interação da 
RNA polimerase com o DNA para modular a transcrição (Camelo et al., 
2005; Wu et al., 2016). 
Vale ressaltar também que o BS está sendo investigado para o 
tratamento de alguns tipos de câncer como o câncer de mama e de 
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próstata. Porém os estudos focam mais em análises em roedores e in 
vitro, indicando que tem grande potencial como alvo terapêutico para o 
câncer (Fialova et al., 2016; Damaskos et al., 2017). O BS ainda está 
sendo testado em estudos clínicos para avaliar seu efeito e sua 
segurança. Um estudo conduzido por Luceri et al. (2016) mostrou o 
efeito da administração de BS (2 g/30 ml; 600 mmol/L) na forma de 
enema, duas vezes por dia, durante 30 dias, em pacientes com 
endostomia ou desvio colorretal, e avaliou biomarcadores renais, como 
ureia e creatinina, bem como biomarcadores para a função hepática, 
como a alanina transaminase e γ-glutamil transferase. Foi observado que 
BS reduz a atrofia colorretal melhorando a integridade tecidual sem 
causar efeitos colaterais ou alteração das enzimas hepáticas e renais 
(Luceri et al., 2016). Estes dados são importantes para a utilização do 
BS em humanos, indicando segurança na sua administração. 
 
1.4 BUTIRATO DE SÓDIO E O ENVELHECIMENTO 
 
Muitos estudos relacionam o envelhecimento com o BS, mostrando 
uma relação estreita. De fato, um estudo mostrou que o tratamento com 
BS retardou as sequelas neuropatológicas no modelo de camundongo 
transgênico (R6/2) para doença de Huntington promovendo o aumento 
da acetilação de histonas contra a neurotoxicidade induzida pelo ácido 
3-nitropropiônico, desempenhando uma ação protetora contra este dano 
(Ferrante et al., 2003). A pesquisa realizada por Stecket et al. (2015) foi 
demonstrado que a administração de BS foi capaz de reverter o prejuízo 
na memória aversiva e inibiu a atividade da HDAC no córtex frontal e 
hipocampo, 10 dias após a perfuração e ligação cecal (CLP), um modelo 
animal de sepse. Estes resultados apontam um papel importante para o 
mecanismo epigenético nos prejuízos cognitivos de longo prazo 
observado em animais sobreviventes a indução de sepse (Steckert et al., 
2015). Em ambos os trabalhos, foi evidenciado que o BS se apresenta 
como uma terapia eficaz para a inibição das HDAC e aumento da 
acetilação das mesmas em roedores. 
A administração de BS no tratamento de camundongos, aumentou 
significativamente os níveis de acetil-histona H3, proliferação celular e 
neurogênese no giro denteado quando administrado em conjunto com a 
piridoxina. Este estudo demonstrou que o BS melhora distintamente o 
desenvolvimento dos dendritos, indicando que a inibição de HDAC 
promove, sinergicamente, a neurogênese induzida por um aumento de 
piridoxina e a proliferação neuronal (Yoo et al., 2015). Outro estudo 
utilizando camundongos C57BL testou a eficácia do BS na modulação 
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de HDAC na sarcopenia que se caracteriza pela perda de massa 
muscular, associada à perda de inervação durante o envelhecimento. Foi 
observado que o BS estimulou o efeito protetor sobre a massa muscular, 
reduziu a massa gorda e melhorou o metabolismo da glicose em animais 
C57BL com 26 meses de idade. O BS também aumentou marcadores da 
biogênese mitocondrial no músculo esquelético e o consumo de 
oxigênio em todo o corpo (Fujimaki et al., 2015; Walsh et al., 2015). 
Blank et al. (2015) observaram que o tratamento com BS imediatamente 
após o treino dos animais na esquiva inibitória produziu melhora na 
consolidação da memória, a qual persistiu até 14 dias através dos testes 
consecutivos de retenção da memória em ratos Wistar velhos (20-24 
meses), porém não afetou a memória de ratos jovens. Estes resultados 
indicam que o BS teve efeito específico no envelhecimento (Blank et al., 
2015). Recentemente, foi observado que BS promoveu aumento dos 
níveis de acetilação de histonas H3K9 e H3K14 no promotor de genes 
para a plasticidade neuronal, promovendo sua expressão e melhora da 
memória de camundongos Swiss com 20 meses de idade (Singh e 
Thakur, 2017). Juntamente com o envelhecimento ocorre um aumento 
da desacetilação de histonas e uma diminuição em sua acetilação, 
indicando que inibidores de HDAC podem ter um papel terapêutico no 
declínio cognitivo induzido pelo envelhecimento e induzido por doenças 
relacionadas ao envelhecimento, como doenças neurodegenerativas, 
regulando a expressão gênica (Sharma et al., 2015). Portanto, os estudos 





Estudos têm demonstrado que a administração de D-gal em longo 
prazo é utilizada para acelerar o envelhecimento em roedores (Prisila 
Dulcy et al., 2012; Gao et al., 2015; Budni et al., 2016; 2017). O 
processo de envelhecimento interrompe a resposta epigenética celular 
promovendo a dificuldade na acetilação das histonas, tendo como 
consequência a perda de neurônios e da memória que são processos 
bioquímicos e comportamentais envolvidos no envelhecimento. Por este 
motivo os inibidores de histonas desacetilases são um potencial 
terapêutico, pois podem restaurar o nível de acetilação das histonas nas 
células ocasionando a restauração da memória. Há evidências de que os 
padrões de acetilação de histonas são semelhantes em humanos quando 
comparados com os modelos animais de envelhecimento (Castellano et 
al., 2014). Essas descobertas contribuem para o avanço nas pesquisas 
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voltadas para a proporção de uma melhor qualidade de vida no 
envelhecimento. Neste sentido, a utilização do BS como HDACi acaba 
se tornando uma opção de intervenção farmacológica relevante na 
tentativa de reverter os danos de memória característicos do 
envelhecimento. Portanto, este estudo visa primeiramente padronizar o 
modelo animal de envelhecimento induzido por D-gal. Posteriormente, 
este estudo tem como objetivo avaliar o efeito do BS na memória, 
modulação das HDACs e dano ao DNA em ratos Wistar com 2, 6 ou 16 
meses e submetidos ao modelo animal de envelhecimento induzido pela 








2.1 OBJETIVOS GERAIS 
 
Padronizar o modelo animal de D-gal e avaliar o efeito do Butirato de 
Sódio (BS), na memória, modulação da HDAC e dano ao DNA em ratos 
Wistar com 2, 6 ou 16 meses e submetidos ao modelo animal de 
envelhecimento induzido pela administração de D-gal. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
-Realizar uma curva dose-resposta com D-gal 100, 200 e 300 mg/kg 
em animais com 2 meses e avaliar seu efeito na memória de habituação 
através do teste de habituação ao campo aberto; 
-Realizar uma curva dose-resposta com D-gal 100, 200 e 300 mg/kg 
em animais com 2 meses e avaliar seu efeito na memória aversiva 
através do teste de esquiva inibitória; 
-Realizar uma curva dose-resposta com D-gal 100, 200 e 300 mg/kg 
em animais com 2 meses e avaliar seu efeito na memória espacial 
através do teste do labirinto em Y; 
-Realizar uma curva dose-resposta com D-gal 100, 200 e 300 mg/kg 
em animais com 2 meses e avaliar seu efeito nos níveis glicêmicos; 
-Avaliar a memória de habituação através do teste de habituação ao 
campo aberto em ratos com 2, 6 ou 16 meses e administrados com D-gal 
e tratados com BS; 
-Avaliar a memória aversiva através do teste de esquiva inibitória em 
ratos com 2, 6 ou 16 meses e administrados com D-gal e tratados com 
BS; 
-Avaliar a memória espacial através do labirinto em Y em ratos com 
2, 6 ou 16 meses e administrados com D-gal e tratados com BS; 
-Avaliar a atividade da HDAC em córtex frontal e hipocampo de ratos 
com 2, 6 ou 16 meses e administrados com D-gal e tratados com BS; 
-Avaliar o dano no DNA através do teste cometa no sangue de ratos 
com 2, 6 ou 16 meses e administrados com D-gal e tratados com BS. 
-Avaliar os níveis glicêmicos em animais com 2, 6 ou 16 meses e 
administrados com D-gal e tratados com BS. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 
 
Foram utilizados ratos Wistar com 2, 6 e 16 meses de idade, machos 
pesando em média 350g a 500g. Foram usados 40 animais com 2 meses 
de idade para realizar a curva dose-resposta, e 40 animais para cada 
idade (2, 6 ou 16 meses) para o tratamento com BS e submetidos ao 
modelo animal de envelhecimento induzido por D-gal. Ao total foram 
utilizados 160 animais para este estudo. Os animais foram obtidos do 
Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense e mantidos em 
gaiolas em ciclo claro/escuro de 12h, com alimentação e água, 
disponíveis, com temperatura entre 22 ± 1º C. O protocolo experimental 
do presente projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade 




O presente estudo foi realizado em duas grandes etapas que foram 
denominadas protocolo experimental 1 e protocolo experimental 2. 
No protocolo experimental 1, primeiramente foi realizada uma curva 
dose-resposta com a D-gal nas doses de 100, 200 e 300 mg/kg em 
animais com 2 meses. D-Gal foi administrada por via oral (gavagem) 
durante 30 dias, uma vez ao dia (10 horas da manhã), no qual foi 
utilizado uma agulha de gavagem, que foi inserida até o esôfago. Nos 
animais do grupo controle foram administrados água por via oral 
durante 30 dias. No 30° dia os animais foram submetidos ao treino de 
habituação de campo aberto e no 31º dia iniciou os testes 
comportamentais de campo aberto, Y-maze e esquiva inibitória. 
Imediatamente após o último teste comportamental os animais foram 
submetidos a coleta de sangue da cauda para avaliação dos níveis de 
glicose e após foram mortos (figura 3) (Cui et al., 2006). Neste 
protocolo foram utilizados 4 grupos experimentais com 10 animais cada 
grupo: 
- Controle (água); 
- D-gal 100 mg/kg; 
- D-gal 200 mg/kg; 
- D-gal 300 mg/kg; 
 
No protocolo experimental 2 foram utilizados 120 animais. Este 
protocolo foi subdividido em duas etapas para melhor condução dos 
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experimentos. Desta forma cada sub-etapa, do protocolo experimental 2, 
apresentaram 60 animais com todos os grupos experimentais. Neste 
protocolo experimental 2 foram utilizados animais com diferentes 
idades (2, 6 ou 16 meses). A D-gal ou água como grupo controle foram 
administrados durante 30 dias, como no protocolo 1. Porém no 24º dia 
de tratamento iniciou-se, juntamente com a D-Gal, o tratamento com BS 
ou salina, que foram administrados por via intraperitoneal. O BS (600 
mg/kg) foi diluído em soro fisiológico (salina) e administrado até o 30º 
dia. As injeções intraperitoneais de BS ou salina e as injeções por via 
oral de D-gal ou água foram administradas uma vez ao dia (10 horas da 
manhã). No 30° dia de administração de D-Gal ou água e no 7° dia de 
administração de BS ou salina, os animais com 2, 6 ou 16 meses foram 
submetidos aos testes comportamentais de campo aberto, Y-maze e 
esquiva inibitória. Imediatamente após o último teste comportamental os 
animais foram submetidos a coleta de sangue da cauda para avaliação 
dos níveis de glicose e dano ao DNA e após foram mortos para a coleta 
do córtex frontal e hipocampo para a avaliação da atividade das HDACs 
(figura 4).  
Neste protocolo foram utilizados 12 grupos experimentais com 10 
animais de cada grupo: 
-Animais de 2 meses controle (água) + controle (salina); 
-Animais de 2 meses água + BS; 
-Animais de 2 meses D-gal + salina; 
-Animais de 2 meses D-gal + BS; 
-Animais de 6 meses água + salina; 
-Animais de 6 meses água + BS; 
-Animais de 6 meses D-gal + salina; 
-Animais de 6 meses D-gal + BS; 
-Animais de 16 meses água + salina; 
-Animais de 16 meses água + BS; 
-Animais de 16 meses D-gal + salina; 





Figura 3 - Protocolo experimental 1.  
Curva dose-resposta com D-gal via oral nas doses de 100 mg/kg, 200 mg/kg e 
300 kg/kg para indução do modelo animal de envelhecimento.  
Fonte: do autor, 2017. 
 
 
Figura 4 - Protocolo experimental 2. 
Administração de butirato de sódio em animais submetidos ao modelo animal 
de envelhecimento induzido pela D-gal em ratos Wistar com 2, 6 ou 16 meses 
de idade.  
Fonte: do autor, 2017. 
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3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS 
 
Habituação ao campo aberto: No 30º dia, os animais foram 
submetidos ao treino no aparato de habituação ao campo aberto. No 31º 
dia os ratos foram submetidos ao teste habituação ao campo aberto. O 
pressuposto básico envolvido em estudos de confinamento em um novo 
ambiente é que no intuito de explorar o ambiente, o animal precisa 
locomover-se nele. Dessa forma, a quantidade de movimento passa a ser 
um indicador de atividade exploratória. A resposta exploratória de 
levantar-se nas patas traseiras (rearing) é também muito comum em 
roedores e tem sido utilizada como medida do nível de excitabilidade, 
uma vez que esse comportamento frequentemente se correlaciona com 
outras atividades como a autolimpeza corporal (grooming). Foi 
realizado em um campo aberto de 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes 
com 50 cm de altura, sendo 3 paredes de madeira e uma de vidro 
transparente. O piso do campo aberto é dividido em 12 quadrados iguais 
marcados por linhas pretas. Na sessão de treino, os animais foram 
cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do 
aparelho, a partir do qual explorou livremente o ambiente por 5 minutos. 
Imediatamente após, os animais voltaram para a caixa moradia. A sessão 
teste foi realizada 24 horas após o treino, na qual se repetiu o 
procedimento do treino. Os números de cruzamentos através das linhas 
pretas e o número de “rearings” foram avaliados em ambas as sessões. 
Crossing (número de cruzamentos, atividade motora) e rearings (número 
de levantamentos, atividade exploratória) (Vianna et al., 2000).  Ao 
final, com este teste comportamental, foi avaliada a memória de 
habituação. 
Labirinto em Y (Y-maze): No 32º dia os ratos foram submetidos ao 
teste do labirinto em Y onde foi avaliada a memória de reconhecimento 
espacial dos animais (Dellu et al., 1992). O aparelho possui três braços 
iguais na cor preta (50 x 10 x 20 cm, cada braço) afastados em 120° e 
foi colocado em uma sala com luz vermelha e com pistas visuais nas 
paredes de cada braço para facilitar a localização espacial dos animais. 
O protocolo consistiu de duas sessões separadas por um intervalo de 120 
min. Na primeira sessão, o animal foi colocado no final de um dos 
braços chamado de “braço de partida”, e teve livre acesso para explorar 
o “outro braço” durante 5 min. Nesta sessão inicial, o terceiro braço do 
labirinto foi bloqueado por uma porta guilhotina e foi chamado de 
“braço novo”. O rato foi então removido do labirinto e retornou a caixa 
moradia. Depois de 2 horas, na segunda sessão, o animal foi novamente 
colocado no “braço de partida” do labirinto para explorar livremente 
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todos os três braços durante 5 min. O número de entradas e o tempo de 
permanência em cada braço foram registrados. Os resultados foram 
expressos pelo tempo de permanência no “braço novo”.  
Esquiva Inibitória: Consiste em uma caixa de acrílico na qual o piso 
é formado por barras paralelas de metal. Uma plataforma é colocada 
junto à parede esquerda do aparelho. Na sessão de treino (32º dia), 
depois da realização do labirinto em Y, os animais foram colocados 
sobre a plataforma e mediu-se o tempo em que o animal levou para 
descer com as quatro patas da plataforma (latência). Imediatamente após 
descer da plataforma, o animal recebeu um choque de 0,4 mA durante 2 
segundos. Na sessão de teste, o animal foi novamente colocado na 
plataforma e medido o tempo em que ele levou para descer (latência), 
porém, não foi administrado choque. A latência é um parâmetro clássico 
de retenção de memória. Os intervalos entre o treino e o teste foram de 5 
segundos para medir a memória imediata, 1,5 horas para medir memória 
de curta duração e 24 horas para memória de longa duração. A esquiva 
inibitória avalia a memória aversiva do animal (Izquierdo et al., 1998). 
 
3.4 COLETA DAS AMOSTRAS PARA AS ANÁLISES 
BIOQUÍMICAS E MOLECULARES 
 
Após os testes comportamentais foi coletado o sangue dos animais por 
uma incisão realizada na cauda, e após, os animais sofreram eutanásia 
por decapitação e as estruturas cerebrais do hipocampo e do córtex 
frontal para posteriores análises moleculares e bioquímicas. Durante o 
procedimento de eutanásia, os animais ficaram mantidos em uma sala 
individualizada, a 21°C, com livre oferta de água e alimento. Somente 
foram retirados de sua gaiola no momento da eutanásia. Durante o 
percurso até a sala, onde estava localizada a guilhotina, os cuidados com 
a manipulação do animal foram tomados. A guilhotina foi lavada e 
higienizada a cada decapitação. Apenas foram coletadas amostras 
cerebrais, depois da decapitação. As amostras de sangue foram coletadas 
para a dosagem de glicose e realização do ensaio de cometa. As 
amostras de córtex frontal e hipocampo para a análise da atividade das 
HDACs foram mantidas em freezer -80°C até a análise bioquímica. O 
sangue total retirado para a análise de glicemia foi utilizado 
imediatamente após a coleta diretamente no aparelho para medir a 
glicemia. O sangue total coletado para a análise de cometa foi coletado 
em tubo com heparina e refrigerado até a realização da técnica de 
análise molecular.  
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3.5 DOSAGEM DE GLICEMIA  
 
A concentração de glicose no sangue foi analisada com o glicômetro 
G-Tech (SD Biosensor Inc, Republic of Korea) e tiras G-Tech (SD 
Biosensor Inc, Republic of Korea). Logo após a análise 
comportamental, foi utilizado um lancetador para conseguir uma gota de 
sangue dos animais. Esta gota de sangue foi inserida no espaço da fita e 
aguardado alguns segundos para registrar a glicemia que apareceu no 
visor do glicosímetro.  
 
3.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DAS HDAC  
 
Primeiramente foi realizada a extração nuclear utilizando um kit de 
extração (Cayman, EUA, cod. 10009277). Para isso as estruturas 
cerebrais, córtex frontal e hipocampo foram homogeneizados em 
tampão de lise citoplasmático contendo ditiotreitol (DTT) e inibidores 
da protease. A suspensão foi mantida em gelo durante 15 minutos e 
depois centrifugada a 250 x g durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi 
rejeitado e o sedimento foi ressuspenso em dois volumes de tampão de 
lise citoplasmático frio. A suspensão foi homogeneizada utilizando uma 
seringa com a agulha de calibre pequeno e centrifugada em 8000 x g 
durante 20 min a 4 °C. O sedimento resultante conteve a porção nuclear 
da célula lisada. O sedimento foi ressuspenso em tampão de extração 
nuclear contendo inibidores de protease e DTT, e a suspensão foi 
homogeneizada com uma seringa com a agulha de calibre pequeno. A 
amostra resultante foi mantida em agitação lenta durante 30-60 min num 
agitador orbital, a 4 °C. Após, a suspensão nuclear foi centrifugada em 
16000 x g durante 5 min a 4 °C e o sobrenadante contendo o extrato 
nuclear foi transferido para um novo tubo e armazenado a -80 °C até 
análise posterior.  
Para que fosse avaliada a atividade da HDAC, os extratos nucleares 
foram submetidos a um ensaio para a avaliação da atividade da HDAC 
com o uso do kit de Ensaio de HDAC (detecção colorimétrica), de 
acordo com as instruções do fabricante (Cayman, EUA, cod. 10011563). 
Resumidamente, as amostras de extrato nuclear foram homogeneizadas 
com tampão de ensaio de HDAC mais substrato de ensaio de HDAC em 
uma placa de 96 poços e incubadas a 30°C durante 45 min. 
Concomitantemente, uma curva padrão foi realizada com diluições em 
série de substratos dos kits de HDAC e controles positivos e negativos 
foram adicionados à placa. Após, a solução de ativador foi adicionada 
aos poços e, então, a placa foi incubada à temperatura ambiente durante 
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15 min. A leitura colorimétrica foi realizada num leitor de placas de 
ELISA, com 400 nm para a atividade de HDAC. O cálculo da atividade 
da HDAC foi realizado com base na curva padrão, e os valores foram 
apresentados em nM/µg de proteína. 
 
3.7 ENSAIO COMETA – DEGRADAÇÃO DO DNA  
 
O ensaio cometa foi realizado sob condições alcalinas, conforme 
descrito por (Singh, 1988 #1732), com algumas modificações sugeridas 
por (Tice, 2000 #1736). O sangue foi coletado e colocado em 
microtubos heparinizados e refrigerados. 
As células do sangue (alíquotas de 5 μL) foram embebidas em agarose 
de baixo ponto de fusão (0.75%, w/v, 95 μL), respectivamente) e a 
mistura foi adicionada a uma lâmina de microscópio pré-coberta com 
agarose de ponto de fusão normal (1,5%), cobrindo posteriormente com 
uma lamínula e levando, então, à geladeira por aproximadamente 5 
minutos a 4ºC para solidificação. Logo após, as lamínulas foram 
cuidadosamente retiradas e as lâminas imersas em tampão de lise (2,5M 
NaCl, 100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adição na hora 
do uso de 1% de Triton X – 100 e 10% de DMSO) a 4ºC por um período 
mínimo de 1 hora e máximo de 2 semanas. Após este procedimento, as 
lâminas foram incubadas em tampão alcalino (300mM NaOH e 1mM 
EDTA, pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do DNA, a 
corrida eletroforética, foi realizada no mesmo tampão nas seguintes 
condições: a 25v e 300mA por 15 minutos. Todas estas etapas foram 
realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as lâminas 
foram neutralizadas com 0,4 M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi 
corado com nitrato de prata (Villela, 2006 #1735), para posterior análise 
em microscópio óptico com aumento de 400x. 
Foi realizada avaliação de 100 células por indivíduo e por tecido (50 
células em cada lâmina duplicada). Tais células foram avaliadas 
visualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o 
tamanho da cauda, sendo a classificação para ausência de cauda, até 4 
para o comprimento máximo de cauda (Collins, 1997 #1734). Desta 
forma, tem-se um Índice de Danos (ID) para cada animal variando de 
zero (100 X 0 = 0; 100 células observadas completamente sem danos) a 
400 (100 X 4 = 400; 100 células observadas com dano máximo). 
Calcula-se a frequência de danos (FD em %) em cada amostra com base 
no número de células com cauda versus o número de células sem cauda. 
As diretrizes internacionais e recomendações para o ensaio do cometa 
consideraram que o escore visual de 70 cometas é um método de 
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avaliação bem validado. Ele tem uma alta correlação com a análise de 
imagem por computador (Collins, 1997 #1733). Foram utilizados 
controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de 
assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as lâminas foram 
codificadas para análise que ocorreu às cegas. 
 
3.8 DOSAGEM DE PROTEÍNAS 
 
 As dosagens de proteínas foram determinadas pelo método de Lowry 
(Lowry et al., 1951) e a albumina sérica bovina foi utilizada como 
padrão. 
 
3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados foram analisados utilizando o programa STATISTICA 
versão 8.0 (StatSoft, Inc., USA). O teste de normalidade Shapiro–Wilk 
foi realizado para confirmar se os dados possuem uma distribuição 
normal. O teste de labirinto em Y e memória de habituação ao campo 
aberto foram analisados por teste t de Student, sendo os dados 
representados como média ± erro padrão da média. O teste de esquiva 
inibitória foi analisado por Wilcoxon dentro do grupo (treino e teste), e 
Kruskal Wallis entre os grupos, e os dados foram representados como 
mediana + intervalo interquartil. Os dados de glicemia, dano ao DNA e 
atividade da HDAC foram analisados pela análise de variância de uma 
via (one way ANOVA). Os dados de dano ao DNA e atividade da 
HDAC, para cada idade, foi realizada a ANOVA de duas vias. O teste 
post hoc de Duncan foi utilizado quando apropriado. Os resultados 















4.1 REALIZAÇÃO DA CURVA DOSE-RESPOSTA DA D-GAL 
 
Considerando que há muitas formas de utilização da D-gal para 
induzir o envelhecimento, o presente estudo, objetivou avaliar 
primeiramente, a melhor dose, que induz alterações semelhantes ao 
envelhecimento, baseado nos estudos anteriores, durante 30 dias por via 
oral. Para escolha da dose e padronização do modelo de envelhecimento 
induzido por D-gal 100, 200 ou 300 mg/kg, por via oral, em ratos Wistar 
com 2 meses de idade, foram realizados três testes comportamentais: 
teste de campo aberto, labirinto em Y e esquiva inibitória.  
Os resultados obtidos no teste do campo aberto estão na figura 5. No 
teste de habituação ao campo aberto, primeiramente foram observadas 
se as diferentes doses de D-gal poderiam causar alguma alteração da 
atividade locomotora. Para tanto, foi aplicada a ANOVA de uma via 
para avaliar as diferenças da atividade locomotora entre os grupos 
experimentais analisados. Porém não foi observada nenhuma alteração 
na locomoção [F(1,40)= 2,32; p=0,09]. Quando avaliada a memória de 
habituação ao campo aberto foi realizado o teste t de Student em cada 
grupo experimental para avaliar se houve diferença entre o treino e teste 
para cada grupo experimental. Foi observado que apenas os animais 
controle e tratados com D-gal 300 mg/kg reduziram o número de 
cruzamentos (figura 5A) [respectivamente: t(1,10)= 2,93; p= 0,01 e 
t(1,10)=2,63; p= 0,02] e levantamentos (figura 5B) [respectivamente: 
t(1,10)= 3,77; p=,003 e t(1,10)= 3,18; p=0,01], demonstrando o 
reconhecimento do ambiente em que já estiveram e portanto, exploraram 
menos, pois lembravam que já estiveram neste ambiente. Já os animais 
tratados com D-gal 100 e 200 mg/kg não reduziram a atividade 
exploratória, demonstrando dano na memória de habituação, ou seja, 
não lembravam que já exploraram aquele ambiente. 
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Figura 5 - Efeito da curva dose-resposta com D-gal via oral nas 
doses de 100, 200 e 300 kg/kg para indução do modelo animal de 
envelhecimento na memória de habituação avaliada no campo 
aberto.  
A figura mostra os resultados de cruzamentos (A) e levantamentos (B) dos 
animais no campo aberto. Os dados estão expressos como média ± erro padrão 
da média de 10 animais por grupo. *p < 0,05 quando comparado a sessão teste 
com a sessão treino do respectivo grupo. Fonte: do autor, 2017. 
 
No teste de labirinto em Y (figura 6) apenas os animais controle 
demonstraram preferência por explorar o braço novo após duas horas da 
primeira exposição, analisado também por teste t de Student [t(1,10)= -
3,11; p=0,01]. Sendo assim, apenas o grupo controle demonstrou estar 
com a memória espacial intacta, já os animais que receberam D-gal nas 
três doses apresentaram danos de memória espacial.  
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Figura 6 -Efeito da curva dose-resposta com D-gal via oral nas doses 
de 100, 200 e 300 kg/kg para indução do modelo animal de 
envelhecimento na memória espacial avaliada pelo teste de labirinto 
em Y.  
O tempo de exploração em cada braço em segundos é apresentada como média 
± erro padrão da média de 10 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado o 
braço “novo” com o braço “outro” do respectivo grupo. Fonte: do autor, 2017. 
 
No teste de esquiva inibitória (figura 7) foi observado o mesmo 
padrão de comportamento observado no teste de habituação ao campo 
aberto, sendo que os animais controle e os animais administrados com 
D-gal 300 mg/kg levaram mais tempo para descer da plataforma quando 
comparado ao treino, em todos os tempos de reexposição ao aparato, 
analisado pelo teste de Wilcoxon, quando avaliada a memória imediata 
(controle: p=0,01; D-gal 300 mg/kg: p=0,01), de curta duração 
(controle: p=0,007; D-gal 300 mg/kg: p=0,01), e de longa duração 
(controle: p=0,007; D-gal 300 mg/kg: p=0,01). Já os animais que 
receberam a dose de 100 mg/kg de D-gal apesar de levarem mais tempo 
para descer da plataforma nos 3 intervalos de tempo pós-choque 
(imediata: p=0,007; curta e longa: p=0,01), estes animais desceram da 
plataforma visivelmente mais rápido do que os animais controle nos 3 
intervalos avaliados, e isso foi estatisticamente significativo utilizando o 
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teste de Kruskal-Wallis quando observada a memória de longa duração 
(p= 0,04). Este dado indicou prejuízo na memória aversiva já que os 
animais não lembravam que levaram o choque, e portanto, desceram 
mais rápido para a grade onde levaram o choque. Ainda, os animais que 
receberam a dose de 200 mg/kg tiveram a memória imediata e memória 
de longa duração reduzida quando comparado ao controle (p=0,02) e 
demostraram dano na memória aversiva de curta duração (p=0,11). 
Estes dados indicam que os animais com D-gal 200 mg/kg apresentaram 
dano em todas as memórias aversivas: imediata, de curta e de longa 
duração. 
    
 
Figura 7 - Efeito da curva dose-resposta com D-gal via oral nas 
doses de 100, 200 e 300 kg/kg para indução do modelo animal de 
envelhecimento na memória aversiva avaliada pelo teste de esquiva 
inibitória.  
A latência para descer da plataforma (segundos) é apresentada como mediana ± 
intervalo interquartil de 10 animais por grupo. Foi avaliada memória imediata, 
memória de curta duração e a memória de longa duração. *p<0,05 comparado 
dentro de cada grupo com a sessão de treino e #p<0.05 comparado com o 
respectivo tipo de memória do grupo controle.  
Fonte: do autor, 2017. 
 
Considerando que a D-gal é um açúcar redutor e pode alterar as vias 
metabólicas dos animais, foi observado os níveis de glicose sanguíneo, 
para avaliar se a D-gal pode alterar o metabolismo periférico da glicose, 
já que o envelhecimento envolve alteração metabólica da mesma. Para 
tanto, foram observados, nestes animais, os níveis glicêmicos ao final do 
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tratamento. De acordo com os resultados, não houve alteração da 
glicemia em nenhum grupo experimental analisado (Figura 8) (p=0,98).  
 
 
Figura 8 - Efeito da curva dose-resposta com D-gal via oral nas 
doses de 100, 200 e 300 kg/kg para indução do modelo animal de 
envelhecimento nos níveis de glicemia sanguínea. 
Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média de 10 animais por 
grupo.  
Fonte: do autor, 2017. 
 
De acordo com os resultados comportamentais avaliados até o 
momento, o dano de memória causado pela D-gal nas doses de 100 e 
200 mg/kg foram similares, já que ambas causaram danos de memória 
de habituação, espacial e aversiva. Porém, o dano de memória aversiva 
ocasionado pela dose de 200 mg/kg foi mais expressivo, já que os 
animais apresentaram dano observável em todas as memórias aversivas, 
imediata, de curta e de longa duração. Com base nestes dados a dose de 
escolha para indução do modelo de envelhecimento induzido por D-gal, 
via oral, em animais com 2, 6 ou 16 meses e administrados com BS, foi 
a dose de 200 mg/kg. 
 
4.2 AVALIAÇÃO DA ADMINISTRAÇÃO DE BS NO MODELO 
ANIMAL DE D-GAL EM ANIMAIS COM 2, 6 OU 16 MESES 
 
Após a escolha da dose de D-gal (200 mg/kg) realizou-se a 
administração de BS em animais submetidos ao modelo animal de 
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envelhecimento induzido por D-gal com 2, 6 ou 16 meses de idade. 
Primeiramente foi observado o efeito da administração de BS no teste de 
campo aberto. Os resultados mostram que não houve alteração na 
locomoção desses animais [F(1,10) =1,63; p= 0,10)] no campo aberto 
quando analisados, os resultados, pela ANOVA de uma via entre os 
diferentes grupos experimentais (figura 9). Depois foi analisada 
memória de habituação ao campo aberto. Para tanto foi analisado em 
cada grupo experimental, através do teste t de Student a diferença entre 
o treino e teste. Os animais controle de 2 e 6 meses reduziram o número 
de cruzamentos (figura 9A) e levantamentos (figura 9B) (cruzamentos: 
p=0,01 para as duas idades e levantamentos p=0,02 e p=0,03, para 2 e 6 
meses, respectivamente) quando comparado treino e teste (24 horas 
após). Porém os animais de 16 meses de idade apresentaram dano na 
memória, uma vez que não reduziram o número de cruzamentos 
(p=0,65) e levantamentos (p=0,62) quando comparado ao treino. Estes 
achados indicam que este dado está relacionado ao dano cognitivo 
natural da idade. Os animais que foram administrados D-gal 200 mg/kg 
apresentaram dano de memória de habituação em todas as idades 
quando avaliado o número de cruzamentos (2 meses: p=0,59; 6 meses: 
p=0,56 e 16 meses: p=0,07) e levantamentos (2 meses: p=0,07; 6 meses: 
p=0,27 e 16 meses: p=0,93). Os animais controle tratados com BS não 
apresentaram danos na memória de habituação em nenhuma idade 
quando avaliado o número de cruzamentos (2 meses: p=0,01; 6 meses: 
p=0,04 e 16 meses: p=0,01). Assim o BS conseguiu reverter o dano de 
memória próprio do envelhecimento (16 meses), quando avaliado o 
número de cruzamentos, mas não quando observados os números de 
levantamentos, os quais, apenas os animais de 2 meses (p=0,01) e 6 
meses (p=0,01) aprenderam, mas não os de 16 meses (p=0,07). Os 
animais administrados com D-gal e tratados com BS apresentaram 
reversão do dano causado pela D-gal em 2 meses quando avaliado o 
número de cruzamentos e levantamentos (p<0,01), e também em 6 
meses quando observado o número de cruzamentos (p=0,04), mas não 
de levantamentos (p=0,27), e não reverteu o dano de memória causado 
pela idade associado a administração de D-gal nos animais com 16 
meses (cruzamentos e levantamentos: p=0,17). Dessa forma, a D-gal 
causou danos na memória de habituação nos animais, como observado 
em animais com 2 meses, quando da realização da curva dose-reposta da 
D-gal, mas também em animais com 6 e 16 meses. O BS foi capaz de 
reverter parcialmente o dano de memória dependente da idade (16 
meses) e reverter o dano ocasionado pela D-gal em 2 meses, 
parcialmente em 6 meses, mas não o dano de memória de habituação 
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causado pela D-gal associado ao envelhecimento de 16 meses. Assim, a 
associação da D-gal no envelhecimento parece ter exacerbado o dano 
cognitivo induzido pelo envelhecimento de 16 meses. 
 
Figura 9 - Efeito do tratamento com butirato de sódio (BS) em 
animais induzidos ao modelo de envelhecimento por D-gal via oral 
(200 mg/kg) nas idades de 2, 6 e 16 meses na memória de habituação 
avaliada no campo aberto.  
A figura mostra os resultados de cruzamentos (A) e levantamentos (B) dos 
animais no campo aberto. Os dados estão expressos como média ± erro padrão 
da média de 10 animais por grupo. *p < 0,05 quando comparado a sessão teste 
com a sessão treino do respectivo grupo.  
Fonte: do autor, 2017. 
 
O presente estudo avaliou o efeito do BS em animais com 2, 6 ou 16 
meses e administrados com D-gal no teste do labirinto em Y ou Y-maze. 
Os resultados indicam que o teste t de Student, para amostras pareadas 
usado para avaliar os dados do labirinto em Y (figura 10), mostrou que 
apenas os animais controle de 2 meses exploraram mais o braço “novo” 
quando comparado ao “outro” [t(1,9)= -3,11; p=0,01]. Os animais com 6 
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(p= 0,57) e 16 meses (p= 0,28) de idade apresentaram danos de memória 
espacial, não reconhecendo o braço “novo”. A D-gal causou danos na 
memória espacial dos animais com 2 meses como já observado 
anteriormente (p= 0,11), e em 6 e 16 meses (p= 0,55 e 0,83, 
respectivamente). Os animais com 2 meses tratados com BS também 
reconheceram o braço “novo” [t(1,9)= -3,09915; p= 0,02], mas o BS não 
foi capaz de reverter o dano de memória espacial observado nos animais 
de 6 meses (p=  0,88) e de 16 meses (p= 0,07). Também não foi 
observada reversão pelo BS do dano de memória espacial causada pela 
D-gal nos animais com 2 (p= 0,05), 6 (p= 0,11) e 16 meses (p=0,32), 
uma vez que não houve diferença estatística entre o braço “outro” e o 
“novo”. 
 
Figura 10 - Efeito do tratamento com butirato de sódio em animais 
induzidos ao modelo de envelhecimento por D-gal via oral (200 
mg/kg) nas idades de 2, 6 e 16 meses na memória espacial avaliada 
pelo teste de labirinto em Y. 
O tempo de exploração em cada braço em segundos é apresentada como média 
± erro padrão da média de 10 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado o 
braço “novo” com o braço “outro” do respectivo grupo. Fonte: do autor, 2017. 
 
Quando avaliada a memória aversiva pelo teste de esquiva inibitória 
(figura 11), os resultados mostram que os animais controle de 2 e 6 
meses aprenderam a tarefa, uma vez que demoraram mais para descer da 
plataforma em todos os tempos avaliados (5 segundos, 1,5 e 24 horas) 
após o treino (em que levaram choque), quando avaliado por Wilcoxon 
(p=0,01 para todos os tempos nas duas idades). Já os animais com 16 
meses levaram mais tempo para descer da plataforma em 5 segundos 
(p=0,02), quando comparado ao treino. Porém eles desceram mais 
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rápido quando comparado com grupo de 2 meses, avaliado por Kruskal-
Wallis mostrando redução de memória imediata (p=0,03). Os animais de 
16 meses também apresentaram dano na memória aversiva de curta 
duração (p=0,06), aprendendo a tarefa apenas na memória de longa 
(p=0,017), pois apesar de levarem menos tempo que o controle 2 meses, 
isso não foi significativo (p=0,63). Estes dados mostram que os animais 
com 16 meses apresentaram dano na memória imediata e de curta 
duração. Os animais com 2 meses que receberam a D-gal mostraram 
dano em todas memórias avaliadas, porém na memória de longa duração 
o dano foi mais significativo pois o animal desceu em menor tempo 
comparado ao treino (p=0,43), porém mais rapidamente que os animais 
controle de 2 meses (p=0,03). Estes dados confirmam que os animais 
com 2 meses administrados com D-gal apresentam dano em todas as 
memórias aversivas. Os animais de 6 meses que receberam a D-gal 
tiveram dano apenas na memória imediata (p=0,128). Já os animais de 
16 meses administrados com D-gal apresentaram dano na memória 
imediata e de curta duração como nos animais controle com 16 meses. 
Porém, a D-gal exacerbou o efeito do envelhecimento natural, já que 
ocasionou dano também na memória de longa duração (p=0,79) não 
observado no grupo controle de 16 meses. Quando os animais de todas 
idades foram tratados com BS não houve alteração na memória dos 
animais de 2 meses e 6 meses, sendo que todos continuaram com a 
mesma performance cognitiva do controle. Porém, foi observado 
reversão do dano de memória aversiva imediata e de curta duração 
induzida pelo envelhecimento natural em animais de 16 meses, ou seja, 
os animais administrados com BS levaram mais tempo para descer da 
plataforma (p=0,017) 5 segundos e 1,5 horas após o choque. Foi 
observado também o efeito do BS em animais com 2, 6 e 16 meses 
administrados com D-gal. BS induziu reversão do dano de memória 
imediata, de curta e de longa duração (p=0,01) causado pela D-gal em 
animais com 2 meses. BS também reverteu o dano causado pela D-gal 
na memória imediata (p=0,005) dos animais com 6 meses, e ainda, 
reverteu o dano de memória de curta duração (p=0,01) e de longa 
duração (p=0,01) causado em animais com 16 meses. 
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Figura 11 - Efeito do tratamento com butirato de sódio em animais 
induzidos ao modelo de envelhecimento por D-gal via oral (200 
mg/kg) nas idades de 2, 6 e 16 meses na memória aversiva avaliada 
pelo teste de esquiva inibitória.  
A latência para descer da plataforma (segundos) é apresentada como mediana ± 
intervalo interquartil de 10 animais por grupo. Foi avaliada memória imediata, 
memória de curta duração e a memória de longa duração. *p<0,05 comparado 
dentro de cada grupo com a sessão de treino e #p<0.05 comparado com o 
respectivo tipo de memória do grupo controle de 2 meses.  
Fonte: do autor, 2017. 
 
Os resultados da avaliação da glicemia nos grupos após o tratamento 
com BS nas 3 idades utilizadas (figura 12), não foram modificados em 




Figura 12 - Efeito do tratamento com butirato de sódio em animais 
induzidos ao modelo de envelhecimento por D-gal via oral (200 
mg/kg) nas idades de 2, 6 e 16 meses nos níveis de glicemia 
sanguínea.  
Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média de 10 animais por 
grupo.  
Fonte: do autor, 2017. 
 
Os resultados mostram a atividade da HDAC (figura 13) no córtex 
frontal e hipocampo dos animais administrados com BS e submetidos ao 
modelo de envelhecimento induzido pela D-gal em animais com 2, 6 ou 
16 meses. A atividade da HDAC não foi alterada nos animais de 2 
meses entre o controle e tratamento (F=0,02; p=0,86), nem nos animais 
de 6 meses (F=1,22; p=0,29) no córtex frontal (figura 13A), quando 
analisados separadamente, em cada idade. Apesar disso, foi observado 
que houve uma redução dependente da idade na atividade das HDACs 
em todos os grupos de 6 meses quando comparado aos animais de 2 
meses (p<0,05). Nos animais de 16 meses, houve interação (F=8,41; 
p=0,01), sendo que, a D-gal causou aumento na atividade dessas 
enzimas (p<0,01) e o BS reduziu esse aumento (p=0,01) comparado ao 
grupo D-gal, porém não retornou aos níveis do controle. E também foi 
observado redução da atividade dependente da idade no controle e 
controle BS, comparado ao controle 2 meses. Assim, o envelhecimento 
normal e a D-gal parecem exercer efeitos opostos quando avaliado a 
atividade da HDAC.  
No hipocampo (figura 13B) houve redução significativa (F=5,64; 
p=0,03) da atividade da HDAC nos animais de 2 meses tratados com BS 
tanto no grupo controle BS (p=0,03) quanto no grupo D-gal (p<0,001) 
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quando comparado ao controle. Nos animais de 6 meses houve uma 
redução da atividade das HDACs dependente da idade quando 
comparado aos animais de 2 meses, no controle (p<0,001), D-gal 
(p<0,01) e uma redução ainda maior quando esses animais foram 
tratados com BS tanto com ou sem D-gal (p<0,001). Já nos animais de 
16 meses a idade também reduziu a atividade da enzima quando 
comparadas o controle (p<0,01) e o BS (p<0,001) com controle 2 meses. 
Porém a D-gal causou um grande aumento da atividade comparado ao 
controle da respectiva idade e ao controle com 2 meses (p<0,001). O 
tratamento com BS reverteu parcialmente esse aumento (p<0,001). 
Mostrando novamente que o envelhecimento natural e induzido por D-
gal apresentam mecanismos de ação diferentes na atividade da HDAC. 
O BS parece modular esse efeito nos animais administrados com D-gal. 
 
 
Figura 13 - Efeito do tratamento com butirato de sódio em animais 
induzidos ao modelo de envelhecimento por D-gal via oral (200 
mg/kg)nas idades de 2, 6 e 16 meses na atividade das histonas 
deacetilases (HDACs) no córtex frontal e hipocampo de ratos.  
Os dados de atividade das HDACs no córtex frontal (A) e atividade das HDACs 
no hipocampo (B) são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-5 
animais por grupo. *p<0,05 quando comparado com o grupo controle de 2 
meses e #p<0,05 quando comparado com o grupo D-gal da respectiva idade.  
Fonte: do autor, 2017. 
 
Também foi avaliado o dano ao DNA nesses animais utilizando o 
ensaio cometa (figura 14). Os dados foram avaliados por ANOVA de 
duas vias e mostraram que os animais com 2 meses tratados com D-gal 
tiveram uma maior frequência de danos (figura 14A) ao DNA quando 
comparado aos animais controle (p<0,01) utilizando como fatores o 
modelo (D-gal) e o tratamento (BS) dentro da idade de 2 meses 
(F=22,80; p<0,001). Além disso, foi observado reversão desse dano pelo 
tratamento com BS (p<0,001). A D-gal também causou danos ao DNA 
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em animais com 6 meses (p<0,001). Porém, apesar da tendência a 
redução do dano observada após o tratamento com BS, essa reversão 
não foi significativa (p=0,05). Nos animais de 16 meses controle houve 
um aumento do dano ao DNA ocasionado pela idade (F= 6,78; p<0,001) 
comparado aos animais com 2 meses (p= 0,04), mas não nos tratados 
com D-gal (p=0,09), além de não ter ocorrido reversão pelo tratamento 
com BS (p= 0,55). Quando avaliado o índice de dano (figura 14B), 
também foi observado que a D-gal aumentou os danos ao DNA (F= 
13,52; p=<0,001) comparado ao controle nos animais de 2 meses 
(p<0,001), e houve reversão desse dano com o tratamento com BS 
(p=0,01). Nos animais de 6 meses também houve aumento de dano com 
a D-gal (p<0,001) quando comparado com o controle de 2 meses. Os 
animais com 6 meses não tratados com D-gal não apresentaram dano. 
Além disso, foi observada reversão pelo BS (p=0,01) do dano causado 
pela D-gal. Não houve alteração significativa no índice de danos nos 
animais com 16 meses. 
 
 
Figura 14 - Efeito do tratamento com butirato de sódio em animais 
induzidos ao modelo de envelhecimento por D-gal via oral (200 
mg/kg) nas idades de 2, 6 e 16 meses nos danos ao DNA avaliados 
pelo ensaio cometa no sangue.  
Os dados de frequência de dano (A) e índice de dano (B) são apresentados como 
média ± erro padrão da média de 5 animais por grupo. *p<0,05 quando 
comparado com o grupo controle de 2 meses e #p<0,05 quando comparado com 















































O presente estudo inicialmente padronizou o modelo de 
envelhecimento induzido pela administração oral de D-gal por gavagem 
nas doses de 100 mg/kg, 200 mg/kg e 300 mg/kg em ratos Wistar de 2 
meses de idade. Na literatura o modelo de envelhecimento utilizando 
esse açúcar via sistêmica já foi bem descrito. Sabe-se que a 
administração sistêmica crônica de D-gal (intraperitoneal ou 
subcutânea) em roedores induz alterações de memória e moleculares 
como as observadas no envelhecimento natural (Kumar et al., 2009; 
Chen et al., 2010; Wu et al., 2012; Li et al., 2016; Yang et al., 2016) e 
doença de Alzheimer (DA) (Lu et al., 2010b; Gao et al., 2016). 
Apesar do modelo animal induzido por D-gal já estar bem 
estabelecido na literatura, um estudo recente comparou a administração 
intraperitoneal e oral crônica de D-gal e demonstrou que, ao contrário da 
administração intraperitoneal, a via de administração oral pôde melhorar 
danos cognitivos em ratos submetidos a um modelo animal de DA 
(Salkovic-Petrisic et al., 2014). Portanto, existe controvérsia em torno 
do uso de D-gal por via oral. Já que em um outro estudo, do grupo de 
pesquisa que realizou este trabalho, observou que a administração oral 
de D-gal causou danos na memória espacial e danos oxidativos em 
ratos, bem como, uma redução nos níveis de proteínas estruturais no 
córtex frontal (Budni et al., 2015). Assim, o que difere se a D-gal via 
oral terá efeitos protetores ou irá induzir um modelo de envelhecimento 
pode ser a concentração.  
O presente estudo utilizou as doses de 100, 200 ou 300 mg/kg/dia 
durante 30 dias. A dose de 100 mg e 200 mg causaram danos na 
memória de habituação, espacial e aversiva, porém, a dose de 200 mg/kg 
apresentou um dano ainda mais significativo que a dose de 100 mg na 
memória aversiva. A dose de 300 mg causou danos apenas na memória 
espacial. Assim, a dose de 200 mg parece ter sido mais eficaz em causar 
danos de memória nos animais. Esperava-se que a dose de 300 mg fosse 
mais tóxica, já que o excesso de D-gal no organismo leva a uma 
sobrecarga enzimática, levando ao aumento de galactitol pela enzima 
aldose redutase (Kaplan LA, 1997; Gitzelmann, 2000), causando danos 
de memória. Porém, nessa dose maior o organismo parece conseguir se 
adaptar a essa sobrecarga e o dano de memória não é mais observável. O 
mesmo foi observado no estudo de (Cardoso et al., 2015), o qual a dose 
de 300 mg/kg via intraperitoneal durante 8 semanas não ocasionou 
danos de memória nem alterou a neurogênese no hipocampo dos ratos.  
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O modelo de D-gal apesar de muito utilizado ainda é controverso, uma 
vez que o comprometimento da memória pode sofrer influência de sexo, 
idade, via de administração e tempo de tratamento e concentração de D-
gal (Hao et al., 2014). Dessa forma, os dados disponíveis não são 
suficientes para se chegar a uma conclusão de tempo de tratamento, via 
de administração e concentração mais eficaz para o modelo de 
envelhecimento induzido por D-gal. Baseado nos resultados do presente 
estudo decidiu-se realizar essa padronização e utilizar a dose de escolha 
da D-gal (200 mg/kg) para obter um modelo confiável e, a partir dessa 
dose, utilizar o envelhecimento natural de ratos para comparar se o 
modelo de D-gal ocasiona os mesmos efeitos comportamentais e 
moleculares do envelhecimento natural em ratos de 2 meses, 6 meses ou 
16 meses de idade. 
Quando avaliado a memória de habituação dos animais de 2, 6 ou 16 
meses de idade, observou-se que houve dano nessa memória apenas 
quando os animais completaram 16 meses, ou seja, dano pelo 
envelhecimento natural. Já os animais que receberam a D-gal 
apresentaram danos nas três idades. Na memória aversiva, animais com 
16 meses (envelhecimento natural) apresentaram dano na memória 
imediata e de curta duração. A D-gal também causou danos em todas as 
memórias aversivas em animais com 2 meses e na memória imediata 
dos animais de 6 meses.  A D-gal manteve o mesmo padrão de perda de 
memória imediata e de curta duração induzida pelo envelhecimento 
natural nos animais de 16 meses, porém na memória de longa duração 
apenas os animais de 16 meses tratados com D-gal apresentaram dano, 
indicando que a D-gal exacerbou o efeito do envelhecimento natural. 
Quando avaliada a memória espacial os animais de 6 meses e 16 meses 
apresentaram danos na memória, e os animais tratados com D-gal já 
apresentaram esse dano desde os 2 meses de idade.  Em roedores já foi 
relatado que durante o envelhecimento natural ocorre declínio da 
memória de habituação (Deacon et al., 2009), memória aversiva 
(Lovatel et al., 2013) e das funções espaciais devido às alterações 
fisiológicas que ocorrem com o envelhecimento em diferentes regiões 
do cérebro, principalmente no hipocampo (Mora-Gallegos et al., 2015). 
No presente estudo, foi possível observar que a D-gal além de mimetizar 
o dano de memória ocasionado pelo envelhecimento já em animais com 
2 meses, ela foi capaz de agravar o dano de memória dos animais em 
idades mais avançada, com 16 meses. 
O envelhecimento em seres humanos é acompanhado por mudanças 
estruturais e neurofisiológicas no cérebro que causam graus variáveis de 
declínio cognitivo. Estudos de imagem funcional do cérebro humano 
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forneceram uma visão sem precedentes da atividade neural e como ela 
muda com o envelhecimento (Cabeza et al., 2002; Chow et al., 2017; 
Tian et al., 2017; Weiner et al., 2017). Ao nível histopatológico, ocorre 
perda neuronal, que é iniciada no córtex entorrinal, córtex pré-frontal e 
hipocampo, porém, essa perda neuronal não é considerada um preditor 
sensível para os danos de memória do envelhecimento (Rodrigue e Raz, 
2004). O que mais está correlacionado ao dano cognitivo é a 
coordenação reduzida da atividade neuronal, que além de estar menos 
integrada está associada com mau desempenho em vários domínios 
cognitivos, assim, a atividade neuronal se torna menos localizada em 
algumas regiões cerebrais, particularmente no córtex pré-frontal, 
alterando tarefas de nível executivo (Park e Reuter-Lorenz, 2009). Com 
a idade ocorre uma mudança no padrão de atividade no hipocampo e 
córtex pré-frontal, estruturas que auxiliam no desempenho de tarefas 
cognitivas, e em função disso, o cérebro precisa se adaptar, através da 
neuroplasticidade. Porém há limites para essas adaptações, e o declínio 
cognitivo ocasionado pelo envelhecimento tona-se é inevitável (Rajah et 
al., 2010).  
Para que ocorra a neuroplasticidade é necessária a expressão de genes 
para síntese de proteínas responsáveis pela plasticidade sináptica, como 
fatores neurotróficos, fatores de crescimento, transportadores, proteínas 
sinápticas, cinases, fatores de transcrição e receptores (Yang e West, 
2016; Forest et al., 2017; Singh e Thakur, 2017). Esses genes de 
plasticidade sináptica ajudam em diferentes estágios de formação e 
consolidação da memória (Maag et al., 2017). A redução da expressão 
destes genes no cérebro é um dos principais responsáveis pelo declínio 
da memória durante o envelhecimento, podendo estar relacionado 
também com o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, porém 
não se sabe ao certo os mecanismos subjacentes à alteração da expressão 
gênica e o impacto disso na memória durante o envelhecimento.  
Além da padronização da melhor dose de D-gal para causar maior 
efeito semelhante ao envelhecimento e avaliar o efeito desta em animais 
com diferentes idades (2, 6 ou 16 meses), o presente estudo visou 
investigar o papel da inibição das HDACs, através do uso de um 
inibidor de HDAC, BS, em animais com diferentes idades administrados 
ou não com D-gal. O BS foi capaz de reverter parcialmente o dano de 
memória em ratos com 16 meses no teste de habituação ao campo 
aberto, e reverter o dano causado pela D-gal totalmente nos animais com 
2 e parcialmente nos animais com 6 meses. Porém, BS não foi capaz de 
reverter os danos de memória de habituação causados pelo 
envelhecimento nos animais de 16 meses, nem mesmo nos animais de 
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16 meses administrados com D-gal. Além disso, o BS foi capaz de 
reverter os danos de memória aversiva imediata e de curta duração 
observada nos animais de 16 meses. Além disso, BS foi capaz de 
melhorar a memória aversiva dos animais de 2, 6 e 16 meses 
administrados com D-gal. Porém, o BS não foi capaz de reverter os 
danos de memória espacial ocasionados pelo envelhecimento natural e 
pela D-gal ou pelo envelhecimento natural associado a D-gal.  
A acetilação das histonas aumenta durante a codificação da memória 
em animais jovens saudáveis (Korzus et al., 2004; Fontán-Lozano et al., 
2008). Por outro lado, a redução da acetilação de histonas em regiões 
promotoras específicas dos genes de animais envelhecidos reduz a 
expressão de proteínas de ativação imediata responsáveis pela 
plasticidade sináptica, incluindo os genes da proteína associada ao 
citoesqueleto regulada por atividade (Arc), proteína de resposta ao 
crescimento precoce 1 (EGR1), Homer1 e pentraxina regulada pela 
atividade neuronal (Narp). O tratamento com BS conseguiu reverter a 
redução da expressão dessas proteínas em ratos velhos de 20 meses, 
uma vez que reduziu a acetilação das histonas nas regiões promotoras 
H3K9 e H3K14. Além disso, o BS reduziu o dano de memória de 
reconhecimento de objeto nesses animais (Singh e Thakur, 2017).  
Foi demonstrado que o aumento dos níveis de acetilação de histonas 
através do uso dos HDACis (tricostatina A ou BS) aumentou a 
potenciação de longa duração em sinapses da região CA1 do 
hipocampo, além de melhorar a formação de memória de longo prazo no 
teste de esquiva inibitória em ratos. Estes dados relacionam o aumento 
da acetilação com a formação da memória a longo prazo (Levenson et 
al., 2004). Vecsey et al. (2007) observaram que o tratamento com 
tricostatina A (HDACi) também melhorou a memória aversiva e isso foi 
mediado pela proteína de ligação ao elemento de resposta da adenosina 
monofosfato cíclica (CREB ) no hipocampo. Esse conceito da inibição 
da acetilação das histonas, e a melhora da memória aversiva foi 
confirmado também por Bredy et al. (2007), que correlacionou esse 
aumento da acetilação e melhora da memória com o aumento da 
expressão de BDNF no córtex frontal. Além disso, foi demonstrado em 
ratos que o aumento da acetilação das histonas melhorou a memória de 
reconhecimento de locais e objetos (Scott et al., 2017). Outro estudo, 
utilizando o labirinto aquático e o teste de localização de objetos, em 
camundongos, mostrou que a redução da HDAC7 é envolvida na 
formação de memória dependente do hipocampo (Jing et al., 2017).  
Assim, a inibição da acetilação das histonas mostrou ser crítica para a 
formação da memória aversiva e espacial (Guan et al., 2009), 
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corroborando com os achados do presente estudo. No entanto, no 
presente estudo não foi observada melhora da memória espacial no teste 
de labirinto em Y. Porém, além das diferenças metodológicas como a 
linhagem dos animais, o fármaco utilizado para inibição das HDACs, e 
o teste para avaliação da memória utilizado, o presente estudo utilizou 
animais envelhecidos e/ou submetidos ao modelo de D-gal, diferente 
dos estudos citados anteriormente que utilizaram animais jovens, sem 
danos cognitivos, apenas observando o reforço de memória ocasionado 
pela inibição das HDACs.  
Ainda se tem poucos estudos sobre as alterações de memória, próprias 
do envelhecimento, e a relação com a acetilação de histonas. Sabe-se 
que a administração de HDACis (SAHA) foi capaz de restaurar a 
memória aversiva de animais de 16 meses de idade, pela inibição 
específica da histona 4 lisina 12 (H4K12) melhorando a expressão 
gênica e memória dos camundongos (Peleg et al., 2010). No 
envelhecimento natural uma injeção única de BS melhorou a 
consolidação da memória aversiva (Blank et al., 2015) e a memória de 
reconhecimento de objetos em ratos Wistar com 24 meses (Reolon et al., 
2011). Em camundongos SAMP-8 com 8 meses de idade, o tratamento 
com uma única dose de BS antes do treinamento de reconhecimento de 
objetos melhorou a aquisição e consolidação da memória (Fontán-
Lozano et al., 2008). Em camundongos envelhecidos pelo modelo de D-
gal, a combinação de pyridoxine e BS aumentou a proliferação celular, a 
diferenciação de neuroblastos e melhorou a memória espacial desses 
animais avaliada pelo labirinto aquático (Yoo et al., 2012). No presente 
estudo, o BS não foi capaz de reverter o dano de memória espacial 
ocasionado pela D-gal nos animais, mas reverteu danos de memória de 
habituação e aversiva de animais envelhecidos e/ou submetidos ao 
modelo de envelhecimento induzido pela D-gal.  
Outro parâmetro avaliado no presente estudo foi a atividade das 
HDACs em córtex frontal e hipocampo. Nos animais com 2 meses 
tratados com BS houve redução da atividade das enzimas no hipocampo. 
Houve também redução da atividade das enzimas no córtex dos animais 
de 6 meses, independente do tratamento, e também no hipocampo. 
Porém no hipocampo, os animais tratados com BS tiveram uma redução 
ainda mais significativa. Nos animais de 16 meses houve redução da 
atividade das HDACs nos animais controle e controle BS. Já a D-gal 
aumentou muito a atividade das enzimas tanto em córtex frontal quanto 
em hipocampo, e isso foi reduzido pelo tratamento com BS.  
Ainda há poucos estudos sobre alterações das HDACs relacionadas 
com o envelhecimento, as quais desacetilam as histonas, reduzindo a 
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transcrição gênica. Alguns estudos relacionam a redução da acetilação 
com redução de proteínas ligadas a formação e consolidação da 
memória (Bredy et al., 2007; Guan et al., 2009; Jing et al., 2017; Scott et 
al., 2017). Foi observado aumento da expressão de HDAC2 no 
hipocampo, mas não no córtex, de camundongos Swiss de 20 meses, 
comparado com animais de 2 e 7,5 meses de idade (Singh e Thakur, 
2014). E em um estudo mais recente Singh e Thakur (2017) observaram 
redução da acetilação das histonas H3K9 e H3K14 no hipocampo de 
camundongos de 7,5 e 20 meses, indicando que a atividade das HDACs 
poderia estar aumentada no envelhecimento, e o tratamento com BS 
conseguiu aumentar essa acetilação nos animais velhos. Porém, em 
outro estudo Peleg et al. (2010) não encontraram diferença na atividade 
das HDACs no hipocampo de camundongos de 16 meses comparado 
com 3 meses. Os autores justificam que a acetilação das histonas não 
depende apenas da atividade das HDACs (Peleg et al., 2010), mas 
também dos níveis de ATP-citrato-liase (LaClair et al., 2013), a enzima 
que converte o citrato derivado de glicose em acetil-CoA (Wellen et al., 
2009). Sendo assim, a acetilação é dependente de citrato, o qual está 
reduzido no cérebro durante o envelhecimento (Peleg et al., 2010). 
De qualquer forma, o consenso atual sobre alterações epigenéticas é 
que com o envelhecimento ocorre diminuição da acetilação de histonas e 
silenciamento de genes necessários para a memória. Porém, isso não é 
regra geral, uma vez que, o silenciamento da HDAC4 leva à senescência 
prematura em fibroblastos humanos. Além disso, foi observada que 
ocorre diminuição da expressão de HDAC4 no cérebro de camundongos 
SAMP8 de 8 meses (Han et al., 2016). Ainda, entre as HDACs, na 
classe das sirtuínas, a deficiência de SIRT6 em camundongos causa um 
fenótipo marcante, que inclui, instabilidade genômica, envelhecimento 
prematuro, e, em última análise, a morte de camundongos de 
aproximadamente 4 semanas de idade (Mostoslavsky et al., 2006). A 
falta de SIRT6 afeta o recrutamento de fatores de reparo importantes do 
DNA (Kaidi et al., 2010), e camundongos deficientes em SIRT6 
apresentam danos no DNA particularmente no cérebro (Toiber et al., 
2013). Foi observado que ratos velhos apresentam níveis reduzidos de 
SIRT6 em várias regiões cerebrais, inclusive no hipocampo (Braidy et 
al., 2015). A expressão de outra HDAC, a SIRT3 também se mostrou 
reduzida em córtex auditivo de ratos com 18 meses durante o 
envelhecimento natural (Zeng et al., 2014). Essa sirtuína está 
relacionada com a regulação da produção de EROs (Finley et al., 2011). 
Dessa forma, os estudos com animais velhos não são conclusivos 
quanto as alterações na atividade das HDACs, uma vez que, é uma 
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numerosa família de enzimas, cada uma com diferentes peculiaridades e 
funções, e no presente estudo avaliou-se a atividade de todas HDACs 
sem distinção da classe. Além disso, no presente estudo as amostras 
foram retiradas dos animais que passaram pelo teste de esquiva 
inibitória. Sabe-se que esse teste pode aumentar a expressão de genes 
das HDAC 2 e 4 em animais jovens, mas não em animais de 16 meses 
(Peleg et al., 2010). Apesar do estudo citado não ter observado alteração 
na atividade das HDACs, no presente estudo a atividade das HDACs 
pode ter aumentado em decorrência do teste de esquiva inibitória apenas 
em animais de 2 meses, parecendo dessa forma estar reduzida em 
animais de 6 e 16 meses de idade. Porém, como não há animais não 
manipulados para comparar o efeito do comportamento na atividade das 
HDACs não se pode afirmar essa hipótese, sendo essa uma limitação do 
estudo. De qualquer forma, o presente estudo é o primeiro a observar a 
redução da atividade de HDACs causada pelo envelhecimento. 
Outra observação importante foi que nos animais com 16 meses, a D-
gal ocasionou um grande aumento na atividade das HDACs em ambas 
estruturas cerebrais. No estudo de Wu et al. (2015) não foi observada 
alteração nos níveis de SIRT1 avaliados por imuno-histoquímica, nos 
animais com 3 meses tratados com D-gal. Outro estudo observou 
redução da expressão de SIRT3 em córtex auditivo de ratos de 4, 10 e 
18 meses tratados com D-gal (Zeng et al., 2014). Até o momento, 
nenhum outro estudo, além do presente, avaliou a atividade das HDACs 
em animais tratados com D-gal Esse aumento tão exacerbado da 
atividade das HDACs nos animais pode em parte explicar o dano de 
memória ocasionado pela D-gal nos animais com 16 meses. Ainda, a 
redução da atividade das HDACs ocasionada pelo BS pode ter 
contribuído para melhorar a memória aversiva, uma vez que, essa 
redução pode estar ligada ao aumento da expressão de proteínas 
relacionadas a memória e plasticidade sináptica (Bredy et al., 2007; 
Guan et al., 2009; Jing et al., 2017; Scott et al., 2017). 
O BS não inibe a atividade das HDACs de classe III nem as HDACs 6 
e 10 da classe II (Davie, 2003). Possivelmente por esse motivo que a 
redução da atividade das HDACs pelo uso do medicamento foi 
significativamente diminuída apenas no hipocampo dos animais de 2 e 6 
meses e nos animais tratados com D-gal e BS de 16 meses em ambas 
estruturas. Assim, a melhora pelo BS dos danos de memória causados 
pelo envelhecimento, não pode ser explicada apenas pela atividade das 
HDACs.  
No presente estudo, avaliou-se também o dano ao DNA ocasionado 
pelo envelhecimento e/ou D-gal pelo ensaio cometa.  A D-gal aumentou 
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a frequência e o índice de danos ao DNA nos animais de 2 e 6 meses de 
idade. Já o envelhecimento natural (animais de 16 meses) causou 
aumento apenas na frequência de dano ao DNA. 
Uma das principais teorias do envelhecimento é o acúmulo de danos 
ao DNA que todas as células sofrem continuamente. Enquanto a maioria 
destes danos são reparados, alguns se acumulam quando mecanismos de 
reparo não conseguem reparar os danos na mesma velocidade com que 
são produzidos (Lenart e Krejci, 2016; Scheibye-Knudsen, 2016). Já foi 
demonstrado em outros estudos com roedores utilizando o ensaio 
cometa um aumento significativo no dano em DNA em leucócitos de 
camundongos velhos com 26 meses quando comparados aos jovens de 4 
meses (Heuser et al., 2008), em cultura de fibroblastos de camundongos 
velhos (López-Diazguerrero et al., 2005). Além disso, há aumento no 
número de mutações e danos ao DNA, já bem descrito, em células 
estaminais hematopoiéticas e em células progenitoras causados pelo 
envelhecimento (Rossi et al., 2007; Beerman et al., 2014; Moehrle et al., 
2015; Moehrle e Geiger, 2016). Estes estudos corroborando o presente 
estudo, no qual encontrou-se aumento na frequência de dano ao DNA 
em animais com 16 meses em sangue periférico. 
Além disso, nos animais de 16 meses que receberam o tratamento com 
BS o aumento de danos ao DNA não foi observado, porém não se pode 
dizer que houve uma reversão total do dano ao DNA causados pelo 
envelhecimento nesses animais, já que também não foram observadas 
diferenças quando comparado o grupo controle 16 meses com o grupo 
tratado com BS de 16 meses. Pode-se falar em reversão parcial. A lesão 
do DNA pode causar apoptose, interferir no ciclo celular e causar 
senescência celular. O ensaio de cometa é amplamente aplicado à 
detecção de substâncias genotóxicas ou antigenotóxicas e pode ser útil 
para detecção de rupturas de cadeia simples e dupla, sítios alcalis-lábeis 
e ligações cruzadas (DNA-DNA ou DNA-proteína) (Singh et al., 1988). 
Embora o ensaio do cometa seja o método direto mais sensível para 
detectar danos ao DNA, sua sensibilidade é limitada (Pospelova et al., 
2009), já que não é possível identificar outras alterações como por 
exemplo, modificações de reparo, modificações na cromatina ou na 
redução de telômeros, anteriores a ruptura de cadeias do DNA (Lenart e 
Krejci, 2016). Dessa forma, não se sabe o quanto o BS pode ter sido 
benéfico quanto a proteção contra outros danos ao DNA. 
Outra teoria do envelhecimento relacionada a hipótese de danos ao 
DNA postula que os danos ao DNA provêm da produção de radicais 
livres, que oxidam o DNA, alterando a expressão gênica levando a 
senescência celular (Lipsky e King, 2015). Apesar disso ocorrer durante 
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toda a vida, com o passar do tempo de vida ocorre redução de proteínas 
de reparo, deixando a capacidade de reparo do DNA reduzida durante o 
envelhecimento. Isso foi confirmado por estudos os quais mostraram 
que o envelhecimento prematuro em camundongos com mutações 
genéticas, danificam a capacidade de reparo do DNA (Cao et al., 2003; 
Ruzankina et al., 2007; Vermeij et al., 2016). 
Em um estudo anterior do grupo que realizou este trabalho, a 
administração de D-gal via oral causou aumento da peroxidação lipídica 
e carbonilação de proteínas no córtex frontal e hipocampo de ratos 
(Budni et al., 2015), o que pode estar relacionado com o aumento dos 
danos ao DNA observados no presente estudo após a administração de 
D-gal. Estudos anteriores demonstraram que a administração D-gal 
subcutânea aumentou os níveis de 8 hidroxi-deoxiguanosina (8-OHdG) 
no soro de camundongos com 2 meses, que é um marcador para danos 
ao DNA induzidos por EROs (Li et al., 2016). Outro estudo que utilizou 
injeções de D-gal subcutânea em ratos com 2-3 meses e encontrou 
aumento de NADPH oxidase e danos no DNA mitocondrial no 
hipocampo (Du et al., 2012) e também na parede lateral do ducto coclear 
de ratos tratados com D-gal (Wu et al., 2012). Estes estudos utilizaram 
animais jovens, e no presente estudo a indução do modelo de 
envelhecimento pela administração de D-gal conseguiu ocasionar danos 
ao DNA ainda maiores do que os observados em animais com 16 meses 
de idade, uma vez que no presente estudo o envelhecimento natural 
provocou apenas aumento na frequência de danos. 
O BS conseguiu reduzir a frequência e índice de danos ao DNA 
ocasionada pela administração de D-gal nos animais de 2 e 6 meses de 
idade. Em um modelo de Parkinson induzido por alfa-sinucleína em 
células neuronais dopaminérgicas, o BS reduziu os danos ao DNA 
avaliados por ensaio cometa, além de aumentar a acetilação de H3 e 
regular positivamente genes envolvidos no reparo do DNA (Paiva et al., 
2017). Outro estudo utilizou modelo de senescência induzido pela 
deficiência de metalopeptidase de zinco, homólogo de STE24 
(Zmpste24) em camundongos e observou que o modelo induziu 
hipometilação de H4K16 e o tratamento com BS promoveu aumento da 
acetilação de H4K16, diminuiu a senescência celular, os danos ao DNA, 
além de aumentar o tempo de vida dos camundongos (Krishnan et al., 
2011). Estes estudos mostram o efeito do BS em prevenir danos ao 
DNA pelo aumento da acetilação de histonas específicas, relacionando o 
efeito dessa proteção com a inibição das HDACs. Essa redução na 
atividade das HDACs foi observada no presente estudo, porém como 
citado anteriormente, no presente estudo não se pode afirmar ao certo 
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O presente estudo mostrou que a administração oral de D-gal pode 
mimetizar danos de memória em ratos similares aos observados no 
envelhecimento natural de ratos. Na curva dose-resposta realizada foi 
observado que as doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg de peso corporal 
foram mais eficazes em causar danos de memória nos animais do que a 
dose de 300 mg/kg. Com isso, utilizou-se a dose de 200 mg/kg para 
induzir senescência em ratos e comparar esse efeito em animais que 
envelheceram naturalmente. Os resultados mostraram que a D-gal via 
oral na dose de 200 mg/kg, além de causar danos de memória em 
animais com 2 meses, foi capaz de mimetizar os danos de memória 
observados em animais com 16 meses que envelheceram naturalmente e 
exacerbar o envelhecimento em animais com 16 meses.   
O BS foi proposto no presente estudo como tratamento para melhorar 
a memória dos animais em diferentes idades, induzidos ao 
envelhecimento por administração de D-gal e/ou naturalmente. Os 
resultados foram positivos em relação ao uso do fármaco, sendo que este 
foi capaz de melhorar os danos de memória de habituação e aversiva 
causados pelo envelhecimento natural e/ou induzidos por D-gal. Dentre 
os mecanismos propostos para essa melhora, pode envolver a inibição 
da atividade das HDACs, que é o mecanismo de ação proposto do BS, 
porém, a melhora da memória não pôde ser explicada unicamente pela 
redução da atividade das HDACs, uma vez que essa redução, pelo BS, 
foi observada apenas nos animais com 16 meses e administrados com D-
gal.  
Da mesma forma, os danos ao DNA observados no ensaio cometa 
foram mais pronunciados nos animais que receberam a D-gal do que nos 
animais envelhecidos naturalmente, e o BS teve efeito benéfico 
reduzindo esses danos. O que explica em parte a reversão dos danos de 
memória causados pela D-gal, porém parcialmente os danos 
ocasionados pelo envelhecimento natural (animais com 16 meses), já 
que BS reverteu parcialmente a frequência de dano causada pelo 
envelhecimento natural. Contudo, o presente estudo fez novos achados 
que abrem caminho para a utilização do BS no envelhecimento. A ação 
de modulação epigenética do BS envolve mecanismos complexos. Os 
estudos nessa área ainda são recentes e estão em crescentes descobertas, 
mais estudos devem ser realizados para elucidar melhor os mecanismos 
específicos pelos quais o BS pode contribuir para melhoria da saúde 
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